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RESUMO

O 4cido zoledronico ¢ um dos mais potentes inibidores da atividade osteclastica disponivel no
mercado e amplamente prescrito pela equipe médica. A compreensdo dos efeitos adversos dos
medicamentos € essencial para a escolha da indicagdo do farmaco, inclusive para
esclarecimento ao paciente dos riscos implicados, e para a prevengao destes efeitos. Contudo,
uma associagdo causal entre o fAirmaco e seu efeito adverso poderé ser observada muitos anos
apos sua liberacdo. A literatura revisada apresenta um escasso niumero de publicagdes sobre o
efeito do 4acido zoledronico sobre a articulagdo temporomandibular. Desta forma, esta
pesquisa busca investigar este possivel efeito avaliando diferentes estruturas da articulacao
temporomandibular de ratos. O presente trabalho compreende dois artigos cientificos. O
primeiro teve como objetivo realizar uma revisdo de literatura sobre o 4cido zoledronico com
0 objetivo de informar o cirurgido-dentista sobre as principais caracteristicas do farmaco,
indicagdes, contra indicagdes, efeitos adversos e biomarcadores. O segundo artigo descreve o
experimento da avaliacdo do efeito deste medicamento na articulagdo temporomandibular de
ratos. A metodologia empregada nessa pesquisa permite concluir que o acido zoledrénico
exerce efeito sobre as articulagdes temporomandibulares de ratos, resultando em aumento das
camadas de maturagdo e hipertrdfica, ndo alterando o nimero de condrécitos e diminuindo a
quantidade de coladgeno do tipo 1.

Palavras-chave: ratos, difosfonatos, articulagdo temporomandibular, cartilagem, histologia.
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1 ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVAS

1.1 ARTICULACAO TEMPOROMANDIBULAR

A articulacdo temporomandibular (ATM) ¢ considerada uma das articulagdes mais
complexas do corpo permitindo uma grande diversificagdo de movimentos, ndo somente de
abertura e fechamento, mas também movimentos combinados de protrusdo, retrusdo,
lateralidade. E uma diartrose bilateral, do tipo sinovial, que conecta a mandibula a base do

cranio (OBERG; CARLSSON; FAJERS, 1971; PAIVA, 2008).

Os o0ssos que compdem a articulagdo temporomandibular sao a fossa glenodide (na
superficie inferior da parte escamosa do osso temporal) e o condilo mandibular (TEN

CATE, 2008).

O condilo mandibular, superficie articulante da mandibula, ¢ formado pela
ossificagdo endocondral. E constituido por osso esponjoso recoberto por uma fina camada
de osso compacto (VILLA; RODE, 1998). Possui a capacidade de crescimento
multidirectional, e sua cartilagem pode se proliferar em qualquer combinagdo de direcdo,

superior e posterior, de acordo com a necesidade de fornecer a melhor posi¢cao anatdmica do

arco mandibular (RAMIREZ-YANEZ, 2004).

A cartilagem condilar ¢ composta por uma camada proliferativa de células
progenitoras para o crescimento tecidual. Estruturalmente, apresenta quatro camadas
distintas: a fibrosa, a proliferativa, a de maturagdo e a hipertrofica. A camada fibrosa suporta
as forcas transmitidas quando da funcdo mandibular. A camada proliferativa ¢ composta por
células mesenquimais ou indiferenciadas e tem a capacidade de se diferenciar em fibroblastos,
que formam a camada fibrosa, ou em condroblastos, isto &, as células cartilaginosas
encontradas na cartilagem hialina. A camada de maturacdo ¢ composta por condroblastos que
sintetizam a matriz cartilaginosa - principalmente o colageno tipo II. Os condroblastos
aumentam de volume quando alcancam a Ultima camada da cartilagem hialina, a camada
hipertrofica. Essa area ¢ conhecida como zona de ossificacdo endocondral (RAMIREZ-
YANEZ, 2004; LUDER, 1998).

A cartilagem condilar ¢ formada por dois tipos diferentes de cartilagem:
fibrocartilagem e cartilagem hialina. O coldgeno I ¢ a principal proteina da fibrocartilagem,
sendo encontrado também em torno das células hipertréficas, proximo a zona de ossificagdao

endocondral (VILLA; RODE, 1995; LUDER, 1998).
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A integridade destas superficies fibrocartilaginosas ¢ fundamental para manter a

higidez da morfologia destes componentes Osseos, € sua modificagdo pode levar a alteragdes

degenerativas (MARCHINI; SANTOS, 2011).

O potencial de adaptabilidade das superficies articulares na articulagdo
temporomadibular persiste na idade adulta e a camada condrogénica da cartilagem articular
¢ a maior responsavel pela renovagdo celular e remodelacdo, a qual responde a estimulos

decorrentes de alteracdes na biomecanica articular (PURICELLI et al., 2012).

As articulagdes temporomandibulares estdo sujeitas a uma dindmica intensa,
influenciada pela fungcdo muscular, pelo metabolismo 6sseo e, principalmente, pela oclusdo
dentdria. A desarmonia nas relagdes morfofuncionais: que envolvem os musculos
mastigatorios, a articulacdo temporomandibular e estruturas anexas pode ser definida como

uma desordem temporomandibular (OKESON, 2008).

A etiologia das desordens temporomandibulares tem sido objeto de extensa
discussdo na literatura odontologica, ndo havendo ainda um consenso sobre a mesma.
Estudos revelam que a disfun¢do temporomandibular tem origem multifatorial, podendo
esta estar associada a fatores predisponentes, fatores iniciadores e fatores perpetuantes.
Traumas diretos e indiretos a articulagdo, habitos parafuncionais, alteragdes esqueléticas,
oclusais, sistémicas ou locais e questdes psicossociais podem estar associados, alterando o
equilibrio funcional do sistema estomatogndtico, caminhando, assim, em direcdo a
disfuncdo e patologia (MARCHINI; SANTOS, 2011; OKESON, 2008; HUANG et al.,
2002).

Segundo Huang et al. (2002) a remog¢ao unilateral de dentes em coelhos promoveu
diferengas entre os lados da ATM, espessamento da cartilagem condilar, e alteracdes dos
nlcleos na cartilagem condilar e disco. Esta atividade remodeladora devida a alteragdes

oclusais foi descrita também na articulacdo temporomandibular de ratos.

1.2 ACIDO ZOLEDRONICO

Aprovado pela agéncia norte-americana reguladora de medicamentos e alimentos
(Federal and Drug Administration - FDA) em 2002, o &cido zoledronico (AZ) ou
zolendronato ¢ considerado um dos mais potentes bisfosfonatos nitrogenados de ultima

geracdo (WIDLER et al., 2002; RUGGIERO et al., 2009).
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E um farmaco com propriedades anti-reabsortivas e por isso tem sido amplamente
prescrito para pacientes que apresentam uma importante atividade osteocldstica como

hipercalcemia maligna, doenca de Paget, doencas oOsseas metastaticas e osteoliticas

(RUGGIERO et al., 2009; RUSSEL et al., 2008; MARX et al., 2005).

Sdo evidentes os beneficios clinicos do 4cido zoledronico, sobretudo para os
pacientes com neoplasias Osseas. Além de inibir a reabsor¢cdo Ossea, em diversos estudos
clinicos, o 4cido zoledronico também suprimiu o crescimento tumoral e a angiogénese, €
aumentou a sobrevida dos pacientes (RUGGIERO et al., 2009; BAGAM et al., 2009;
RUGGIERO et al., 2006).

A compreensdo dos efeitos adversos dos medicamentos ¢ essencial para a escolha da
indicacdo do farmaco, inclusive para esclarecimento ao paciente dos riscos implicados, e
para a prevencdo destes efeitos. Contudo, uma associagdo causal entre o farmaco e seu

efeito adverso podera ser observada muitos anos apds sua liberagao (RUSSEL et al., 2008).

Em 2003, a osteonecrose nos maxilares associada ao uso de bisfosfonatos, em
pacientes oncologicos, foi descrita pela primeira vez (MARX, 2003; MIGLIORATTI et al.,
2003; WANG; GOODGER; POGREL, 2003).

A osteonecrose associada ao uso de bisfosfonatos ocorre por uma combinagdo
multifatorial. Na ultima década, o nimero de casos descritos na literatura tem aumentado
(RUGGIERO et al., 2009; BAGAN et al., 2009; RUGGIERO et al., 2006; MIGLIORATTI et
al., 2010; VIDAL REAL et al.,, 2015). Pacientes que utilizam bisfosfonatos podem
desenvolver a osteonecrose na maxila e/ou mandibula em casos de processos infecciosos,
traumatismos e, principalmente, quando submetidos a tratamentos odontologicos invasivos.

(WANG et al., 2007; FLIEFEL et al., 2015).

O processo de reparo tecidual apds procedimentos cirurgicos intrabucais pode sofrer
acdo do 4acido zoledronico por meio da inibicdo da acdo dos osteoclastos, reducdo da

proliferacdo e migracdo de células epiteliais e do nimero de vasos sanguineos

(KOBAYASHI et al., 2010).

A maxila e a mandibula sdo os ossos de eleicdo para o desenvolvimento da
osteonecrose devido ao turnover Osseo constante, suscetibilidade a microtraumatismos
frequentes e presenca dos elementos dentarios que constituem porta de entrada de
microoganismos patogénicos via endoddntica ou periodontal. Além disso, imunossupressao,
diabetes, obesidade, ingestdo de bebida alcodlica, uso de medicamentos quimioterapicos,

corticosterdides, tém sido considerados fatores de risco adjuvantes no processo de
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desenvolvimento desta patologia (RUGGIERO et al., 2009; RUSSEL et al., 2008;
RUGGIERO et al., 2006; ALLEN; BURR, 2009; LANDESBERG et al., 2011).

Em 2012, foi descrito um caso clinico de artrite supurativa na articulagdo
temporomandibular associada ao uso de acido zoledronico, em um paciente com metastase

O0ssea de neoplasia de prostata. De acordo com os autores, a via de infec¢do foi

hematogénica (ENOMOTO et al, 2012).

A literatura revisada apresenta um escasso nimero de publicagdes sobre o efeito do
acido zoledronico sobre a articulagdo temporomandibular. Desta forma, esta pesquisa busca
investigar este possivel efeito avaliando diferentes estruturas da articulacdo

temporomandibular de ratos.

O presente trabalho compreende dois artigos cientificos. O primeiro teve como
objetivo realizar uma revisdo de literatura sobre o acido zoledronico. O segundo artigo
descreve o experimento da avaliagdo do efeito deste medicamento na articulacio

temporomandibular de ratos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do acido zoledronico sobre a articulagdo temporomandibular de ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos sao:

a) revisar a literatura referente ao acido zoledrénico;

b) avaliar quantitativamente a espessura da cartilagem condilar, bilateralmente, e
comparar com o grupo controle;

c¢) avaliar quantitativamente o niimero de condrécitos no condilo mandibular, em
ambos lados, e comparar com o grupo controle;

d) avaliar quantitativamente o niimero de fibras colagenas do tipo I geral nas
estruturas da articulacdo temporomandibular (condilo, disco articular regido
temporal articular) e, especificamente, nas regides anterior, central e posterior

do condilo, bilateralmente, e comparar com o grupo controle.



15

3 ARTIGO CIENTIFICO 17

Acido zoledronico - o que preciso saber sobre este medicamento?

Zoledronic acid: I need to know about this medicine?

Jéssica Cerioli Munaretto', Deise Ponzoniz, Edela Puricelli®

1- Aluna de Doutorado do Programa de P6s Graduagdo em Clinica Odontolégica da Faculdade de Odontologia
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)

2 - Professora associada do departamento de Cirurgia e Ortopedia da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e chefe da Unidade de Cirurgia Bucomaxilofaciais/Hospital de Clinicas
de Porto Alegre (HCPA), Porto Alegre, RS, Brasil

3- Professora titular de Cirurgia e Traumatologia Bucomaxilofacias da Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e coordenadora técnica do Centro de Odontologia da
Irmandade da Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre (ISCMPA), Porto Alegre, RS, Brasil

Resumo

O 4cido zoledronico ¢ um dos mais potentes inibidores da atividade osteclastica
disponivel no mercado e amplamente prescrito pela equipe médica no tratamento de pacientes
com doengas Osseo-metabolicas e de metastases Osseas. Considerando a possibilidade de
efeitos adversos na cavidade bucal, esse artigo de revisdo tem como objetivo informar o
cirurgido-dentista sobre as principais caracteristicas do farmaco, indicagdes, contra
indicagoes, efeitos adversos e biomarcadores.
Palavras-chave: difosfanatos, revisdo, odontologia, efeitos colaterais, reagdes adversas

relacionadas a medicamentos.

Abstract
Zoledronic acid is one of the most potent inhibitors of osteclastic activity
commercially available and widely prescribed by the medical staff in the treatment of patients

with metabolic bone - diseases and of bone metastases. Considering the possibility of adverse

" Artigo apresentado de acordo com as normas do periédico “Revista da Faculdade de Odontologia RFO” da
Universidade de Passo Fundo. Qualis Odontologia B4 — Ano Base 2014.
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effects in the oral cavity, this review article aims to inform the dentist about the main features
of the drug, indications, contraindications, adverse effects and biomarkers.
Keywords: diphosphonates, review, dentistry, drug-related side effects, adverse reactions

acid.

Introducio

Atualmente, o acido zoledronico é o bisfosfonato intravenoso mais utilizado no
manejo e tratamento de diversas patologias osteoliticas, tendo sido administrado em mais de
850.000 pacientes com cancer no mundo todo. A abordagem do paciente pelo cirurgido-
dentista deve obedecer a uma rotina de investigacdo que integre aspectos sobre possiveis
patologias sistémicas, uso de medicacdes e possiveis interagdes destas no tratamento

odontologico.'

Caracteristicas do farmaco

O 4cido zoledrdnico, cujo nome quimico ¢ acido 1-hidroxi-2imidazol-1-il-fosfono-
etil fosfénico monoidratado, também conhecido como zoledronato, ¢ um bisfosfonato
nitrogenado de terceira geragdo.”’

Os bisfosfonatos sdo substancias quimicamente estdveis que apresentam efeitos
farmacoldgicos. Sdo obtidos, de forma sintética, a partir do pirofosfato inorgénico, onde um
atomo de oxigénio ligado aos fosfatos ¢ substituido por um atomo de carbono (P-C-P). Os
dois grupos fosfonados promovem a ligagio da molécula a matriz 6ssea e regulam a
atividade de reabsorcao 0ssea celular. A associacdo destes ao carbono central oferece maior
resisténcia a hidrélise quimica e enzimatica, ndo sendo convertidos em metabolitos no

. 4,5
organismo.”
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De acordo com seu mecanismo de acdo, o acido zoledronico ¢ um bisfosfonato
nitrogenado, ou seja, apresenta incorporagdo do grupo amina (NH2) na cadeia lateral R2. As
cadeias laterais R1 e R2 ligadas ao 4tomo de carbono sdo responséveis pelos diversos meios
de agdo dos bisfosfonatos. Substitutos da cadeia R1 - como o grupo hidroxila (OH) -
resultam num aumento da absor¢do do farmaco na matriz Ossea, enquanto que a
incorpora¢do do grupo amina (NH2) na cadeia R2 interfere na atividade bioquimica e na
alteraciio da poténcia anti-reabsortiva.””

Os bisfosfonatos que contém nitrogénio - como o acido zoledronico - exercem seus
efeitos celulares inibindo especificamente a enzima farnesil difosfato sintetase (FPPs) na via
mevalonato. A interrup¢do deste mecanismo interfere na reabsor¢do Ossea pois compromete
o transporte vesicular intracelular e promove a apoptose celular, reduzindo a atividade
osteoclastica.”®

A administracdo dos bisfosfonatos resulta em incapacidade dos osteoclastos de
reabsorverem o o0sso. Além disso, tem um efeito antiangiogénico, ou seja, diminuicdo da
formacao de tubos capilares e consequente redu¢do do niimero de vasos sanguineos devido a
sua agdo agonista sobre os fatores de crescimento endoteliais.’

Ha evidéncias de que os bisfosfonatos atuam sobre as estruturas arteriais diminuindo

.~ . , . , 4
a deposicao mineral e o acimulo de colesterol, elastina e colageno.

N PO,H,

OH*H,0
PO.H,

Fig 1. Estrututa quimica do 4cido zoledrdnico. Fonte autora, 2015.
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O 4cido zoledronico foi aprovado pela agéncia norte-americana reguladora de
medicamentos e alimentos (Federal and Drug Administration - FDA) em 2002. E um
bisfosfonato nitrogenado, de terceira geracdo, com efeitos inibidores sobre a atividade de
reabsorcdo Ossea, 100 vezes a 10.000 vezes mais potente do que os bisfosfonatos de
segunda e de primeira geragio respectivamente.>*’*

A utilizag¢do do acido zoledronico em ratos e caes apresentou uma alta e persistente
afinidade para o tecido dsseo, uma rapida elimina¢do da circulacido e da maioria dos tecidos
moles e acimulo nos o0ssos, proporcionalmente a dose cumulativa, com tempo de retencao
do farmaco no tecido ésseo extremamente elevado.>”

Administrado por via intravenosa, as concentracdes plasmaticas maximas de acido
zoledronico sdo atingidas no final da infusdo. Os niveis sanguineos diminuem rapidamente
para menos de 10% em quatro horas e inferior a 1% em 24 horas apo6s a infusdo.
Aproximadamente 61% da dose administrada ¢ rapidamente absorvida pelo tecido 6sseo,
com tendéncia a localizar em areas de aumento da taxa de turnover, e, em seguida, ¢

lentamente libertado novamente para a circulagdo. Os 39% restantes sdo excretados de

forma inalterada por filtragdo glomerular pelos rins."

Indicagdes e contra indicacoes
O 4cido zoledrdnico esta indicado no tratamento e manejo de condigdes relacionadas
ao cancer, incluindo a hipercalcemia maligna, complicagdes Osseas associadas as metastases
Osseas em tumores solidos, tais como cancer de mama, préstata, rim e pulmao, e de lesdes
osteoliticas como no mieloma multiplo. Estd indicado também no tratamento da doenga de
A . . 511,12
Paget, osteogénese imperfeita e osteoporose.

Estd contraindicado para uso por gestantes, lactantes, em pacientes com

hipersensibilidade significativa ao acido zoledrénico, a outros bisfosfonatos ou a outros



19

componentes da fomulacdo. Em funcdo do longo periodo de reten¢do do fairmaco nos ossos
longos, pelo ndo estabelecimento da seguranca e da eficicia do acido zoledronico em
criangas, seu uso apenas sera liberado para esta populacdo quando o beneficio se sobrepuser
ao risco potencial.'*!*

Nas indica¢des oncoldgicas, a apresentagdo do 4&cido zoledronico (anidro),
concentrado de 4mg/5ml para solucdo para infusdo, ¢ uma solu¢do do farmaco, manitol e
citrato de sddio em agua para inje¢do. O manitol ¢ usado como agente tonificante e o citrato
de s6dio para ajuste do pH, sendo esse em torno de 6. Nas indicagdes ndo oncologicas, a
apresentagdo ¢ de uma solugdo para infusdo de 5mg/100ml de agua para injego."> "

O 4cido zoledronico também tem sido alvo de estudo em grupos de pacientes com
osteoporose. A administragdo desse medicamento para essa popula¢do foi liberada pela
FDA em 2007 para aplicacdo de uma dose anual. No mesmo ano da liberagdo, um grande
estudo prospectivo, randomizado, duplo cego, controlado por placebo avaliou 3889
pacientes que receberam uma dose anual de Smg de acido zoledronico. A partir desse estudo
ficou estabelecida a eficdcia no controle da osteoporose em trés anos de tratamento. Essa
terapia reduziu em 70% o risco morfométrico de fratura comparado com o placebo. Apenas
2 casos de osteonecrose nos maxilares foi reportado, sugerindo um baixo risco nesta
modalidade terapéutica.'® Outro ensaio clinico randomizado, duplo cego, controlado por
placebo, com 181 mulheres acima de 65 anos de idade que apresentavam osteoporose,
comparou o acido zoledronico com doses didrias de suplementacdo com calcio e vitamina
D. O estudo evidenciou que apenas uma dose de 4cido zoledronico de 5mg melhorou a
densidade 6ssea mineral em mais de 2 anos. Entretanto, segundo os autores, mais pesquisas

sdo necessarias para mudanca na pratica clinica j& que, nesse estudo, ndo houve reducdo das

taxas de fratura e mortalidade.’
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Osteonecrose Associada ao uso do acido zoledronico

A osteonecrose avascular dos maxilares associada ao uso do acido zoledrénico é um
dos efeitos adversos deste medicamento. H4 pouco mais de uma década, em 2003, a
osteonecrose nos maxilares, associada ao uso de bisfosfonatos, foi descrita pela primeira vez
numa série de 36 casos de pacientes oncoldgicos em uso de pamidronato ou &cido

18-20

zoledrdnico. Em dezembro de 2004, mais de 200 casos foram reportados sobre esta

. . . . o 8.21 . 7
patologia, a maioria como cartas ao editor, ou como uma série de casos.”” A partir dal,

11,2224 ‘1 .
’ De acordo com o Codigo Internacional

diversos casos tém sido descritos na literatura.
de Doencas (CID), esta patologia pode ser classificada como CID M87.1 ou osteonecrose
associada a drogas.”

Esta patologia caracteriza-se pela presenca de osso necrosado exposto na regido
maxilofacial, por mais de 8 semanas, em pacientes com o tratamento atual ou anterior com
bisfosfonato ¢ sem uma histéria de radioterapia nestas regides.*' "%

A osteonecrose associada ao uso de bisfosfonatos ¢ modulada por fatores sist€émicos
e locais. A administragdo endovenosa apresenta um risco maior para a ocorréncia da
osteonecrose associada ao uso de bisfosfonatos do que a administragdo oral.”*' Outros
fatores sistémicos que influenciam sdo diabetes, desordens vasculares, artrite reumatoide,
lapus eritematoso sistémico, hormonio (estrogénio), osteoporose (em pacientes
oncoldgicos), desnutri¢do, tabagismo e uso do alcool, medicamentos anti-inflamatorios,

1,21,27,28 .
“252% Dentre os fatores locais

esteroides, imunossupressores ¢ drogas antiangiogénicas.
relacionados a osteonecrose podemos citar a presenga de processos infecciosos na cavidade
bucal, historia de trauma e procedimentos odontoldgicos invasivos envolvendo o tecido
6sse0.>* A incidéncia e a gravidade desta patologia esta correlacionada com a dose, modo
de administracdo e duracdo do tratamento, principalmente no bisfosfonato de alta poténcia,

. - A 11,26,29
nitrogenado, como o acido zoledronico intravenoso. >
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A fisiopatologia da osteonecrose relacionada com bisfosfonato ainda estd em debate
na literatura. Diferentes teorias tém sido descritas e tem sido proposta uma extensa lista de
mecanismos. As duas hipoteses mais estudadas sdo a supressdo da angiogénese e a
remodelagdo 6ssea.’’ Aproximadamente 86% dos casos citados na literatura estdo
associados a extragdo dentaria. O acido zoledrénico, em ratos, reduz a proliferacdo e
migracdo de células epiteliais e o nimero de vasos sanguineos, interferindo, assim, no
processo de reparo tecidual apos extragdo dentaria.’’

A predilecdo da osteonecrose pelos maxilares tem gerado uma série de hipdteses tais
como: a proximidade com o ambiente externo, separado apenas pelo epitélio escamoso
estratificado com uma estreita camada subjacente da lamina propria, favorecendo a
exposicdo 6ssea na cavidade bucal frente a lesdes na mucosa; a exposi¢dao frequente dos
tecidos bucais a infec¢do bacteriana por meio da doenca periodontal e periapical; turnover
6sseo constante; e a resposta imune do hospedeiro. *'-%32

Outra caracteristica que distingue a mandibula de outros ossos do esqueleto humana ¢
pelo tipo de ossificagdo. A maxila e a mandibula t€ém uma ossificacdo intramembranosa,
diferentemente dos ossos longos e vértebras, que tém uma ossificagdo endocondral. O osso
mandibular ¢ mais denso do que qualquer outro osso no corpo humano, apresentando, em
geral, um menor suprimento sanguineo e, associado a diminuicdo do aporte sanguineo
provocada pela acdo antiangiogénica dos bisfosfonatos, poderia explicar a predilecdo pela
mandibula no desenvolvimento da osteonecrose avascular.”

A incidéncia de osteonecrose em pacientes com historia de uso do acido zoledrénico
e que realizaram extracdo dentéaria variam de 1% a 11 % em pacientes com cancer de mama,
de 3% a 17% em doentes com mieloma multiplo, e 3% para 18% no cancer de prostata. A

incidéncia de osteonecrose nos maxilares associada ao uso de zolendronato ¢ igual a 0-
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11,5% em terapias de até um ano de duragdo e 0-27,5% em terapias mantidas por entre 1 e 4
anos.”

Uma revisdo sistematica de 97 publica¢des no periodo de 2003 a 2014 avaliou um
total de 4879 casos descritos na literatura de osteonecrose associada ao uso de bisfosfonatos.
A média de idade dos pacientes foi de 66,5 anos. A patologia mostrou predilecdo feminina
(2:1), tendo sua manifestagdo em 32,8% pacientes do sexo masculino e 67,2% do sexo
feminino. Nas publica¢des que descreveram o local da osteonecrose, a mandibula foi o local
de maior prevaléncia (65,1%), seguido da maxila (28,5%) ou ambos os maxilares (6,4%). A
indicacdo do uso do bisfosfonato estava associada ao tratamento de mieloma multiplo
(31,2%), cancer de mama (29,5%), osteoporose (19,6%), cancer de prostata (9,6%),
metastase (2,5%), e outros cancros, incluindo o pulmonar, renal e carcinoma da bexiga
(7,6%). A maioria dos pacientes apresentavam mieloma multiplo e neoplasia 6ssea associada
ao cancer de mama (60,7%). O tratamento com bisfosfonato por via intravenosa foi
administrado em 3245 pacientes (83,2%). O dacido zoledronico foi prescrito para 2427
(58,9%), 571 (13,9%) pacientes receberam o pamidronato, 523 (12,7%) pacientes receberam
alendronato, 128 (3,1%) pacientes receberam ibandronato, e 469 (11,4%) pacientes
receberam uma combinacéo bisfosfonatos.?®

De acordo com a gravidade, a osteonecrose dos maxilares pode ser classificada em
quatro estagios. O estagio 0 (zero) corresponde a presenga de esclerose Ossea e risco de
osteonecrose; o 1 a exposicdo e necrose 0ssea assintomadtica; o 2, & exposi¢do € necrose Ossea
associada a dor e infec¢do; e o 3, a presenca de tecido 6sseo necrotico exposto, dor, infeccao,
fratura patologica, fistula extra-bucal e extensa ostedlise.”’ Considerando que o farmaco
apresenta grande biodisponibilidade 6ssea, a interrup¢do do mesmo ndo assegura a melhora

8,22,27

do quadro instalado. Quando presentes as exposi¢des Osseas, a estratégia de cuidado

envolve o uso de solugdes antimicrobianas tdpicas, analgésicos sistémicos, sequestrostomia e
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s . 182334
antibioticoterapia. ">

Pacientes que desenvolvem infec¢cdes bucais necessitam de
tratamento agressivo com regimes especificos de antibioterapia. A penicilina ¢ o antibiotico
de escolha e, para os pacientes alérgicos, a clindamicina ou quinolonas sdo opgdes
terap€uticas. A prescricdo de bochechos com 4gua oxigenada 10 volumes, diluida em 4gua
filtrada (1:1) também tem sido realizada no intuito de auxiliar na remogao de detritos em areas
de exposigdo Ossea.***> A intervencdo cirurgica deve ser realizada com cuidado e considerar
os riscos de agravamento da patologia. O paciente deve estar ciente desta possibilidade."*!!
Nestes casos, a associacdo da terapia com oxigenoterapia hiperbarica, ozonioterapia ou até
mesmo novas tecnologias como a laserterapia de baixa intensidade também tem sido
recomendada, podendo estar associada a terapia fotodindmica (PDT)."***> Além disto, o uso
da teriparatida, de fatores de crescimento (plasma rico em plaquetas (PRP) ou proteina
morfogenética 6ssea 2 (BMP,), o desbridamento guiado por fluorescéncia e a terapia de ultra-
som também tém sido reportados na literatura como terapias adjuvantes no manejo desta
patologia.”®

Recentemente foi publicado um estudo que acompanhou e avaliou 194 pacientes que
receberam terapia com acido zoledrénico durante um periodo de 7 anos (2006-2013). Da
populagdo total do estudo de pacientes submetidos a terapia IV bisfosfonatos, 14 homens
(7,2%) e 11 mulheres (5,7% ) apresentaram osteonecrose, sendo que 17 ndo haviam
realizado extragdes dentarias prévias. As areas mais afetadas por osteonecrose foram a
mandibula (50%), seguido da maxila, e em uma menor percentagem (16%), em ambos os
maxilares. Em relagdo ao periodo de inicio da terapia com bisfosfonato e o aparecimento
das lesdes, a area de exposi¢do Ossea exposta comegou a aparecer apds um ano. O niimero
de pacientes afetados e a agressividade da doenga aumentou significativamente trés anos

apos o inicio do tratamento. Do total, 24 % dos pacientes sofreram de exposi¢cdo Ossea

durante o primeiro ano de tratamento, 32 % em 2-3 anos, e 44 % a partir de 3 anos de
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tratamento. Diante dos resultados expostos, os autores recomendam que todos os pacientes
que serdo submetidos ao uso do acido zoledrdnico passem previamente, por uma rigorosa
avaliacdo odontoldgica e orientacdo de cuidados com a higiene bucal, devendo manter um
controle periddico preventivo com especial aten¢do aos maxilares, no intuito de detectar
precocemente possiveis focos de infecgo e trauma nesta regizo.”*

Na Alemanha, o servico de dados nacional de farmacovigilancia registrou, no periodo
de 8 anos (2004-2012), 1.229 casos de pacientes com diagnostico validado de osteonecrose
associada ao uso de bisfosfonato. Destes, foram considerados apenas os casos de pacientes
oncoldgicos em uso de terapia com bisfosfonato intravenoso. Dos 963 pacientes incluidos no
estudo, 780 pacientes (81%) apresentaram osteonecrose durante o tratamento com &cido
zoledronico, num periodo médio de 2 anos.”

Na Escandindvia, um estudo de coorte esta sendo realizado para registrar todos os
casos de osteonecrose associada ao uso de bisfosfonato provenientes da Dinamarca,
Noruega e Suécia, entre 2011 e 2019. O objetivo inicial da coorte ¢ apoiar um estudo de
farmacovigilancia continua do uso do Denosumab e do 4cido zoledronico nesta regido. Foi
criada uma rede para relatar os casos de incidéncia desta patologia num banco de dados de
pesquisa nos trés paises, com as suas 199 clinicas, departamentos e unidades de cirurgia oral
e maxilofacial, independentes e de base hospitalar. Além de fornecer informacdes de
seguranga, o estudo pretende, a longo prazo, servir como uma ferramenta de pesquisa para a
identificacdo de fatores de risco, avaliar os resultados do tratamento e progndstico da

osteonecrose associada ao uso destes medicamentos, permitindo o desenvolvimento de

. ciA . 36
melhores cuidados baseados em evidéncia.

Biomarcadores

Biomarcadores, como o telopeptideo amino-terminal do colageno tipo I (CTX), o
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horménio da paratirdide (PTH) e a fosfatase alcalina dssea (FAO), sdao alguns dos
biomarcadores que tém sido usados na avaliacdo dos niveis de reabsor¢ao e aposi¢ao Ossea no
organismo humano. S@o indicados para a monitorizac¢do do efeito da terapia por bisfosfonato,
previsdo da perda dssea e ocorréncia de fraturas, bem como para o acompanhamento da
progressdo e envolvimento 6sseo na patologia. Esses tém sido propostos, na literatura, como
potenciais preditivos do progndstico para o desenvolvimento da osteonecrose previamente aos
procedimentos cirargicos na cavidade bucal. Entretanto, o conhecimento destes
biomarcadores, como testes preditivos na osteonecrose ainda ¢ pequeno e nao ha um consenso

Y
sobre seu valor clinico.

Consideracoes Finais

O 4cido zoledronico, um bisfosfonato de terceira geracdo vem sendo utilizado no
tratamento de patologias osteoliticas e os seus beneficios sdo amplamente reconhecidos na
literatura. Contudo, um dos mais importantes efeitos adversos ¢ a osteoencrose dos
maxilares. O cirurgido-dentista deve estar atento a possibilidade de uso desse medicamento,
principalmente em pacientes com histéria de mieloma multiplo, doenga de Paget, neoplasias
de mama, prostata e outros orgdos solidos, com metdtases Osseas e, at¢é mesmo, de
osteoporose. Perguntas claras e direcionadas para investigar o uso deste fArmaco devem ser
realizadas na anamnese. O acompanhamento odontoldgico prévio, durante e apds o uso do
acido zoledronico, bem como a educacdo em saude devem fazer parte de uma estratégia
para prevenir ¢ monitorar o desenvolvimento de complicagdes. Os pacientes devem ser
esclarecidos sobre os riscos da osteonecrose associada ao uso do acido zoledronico, ja que
as terapias descritas na literatura podem auxiliar apenas, em alguns casos, numa melhora da

qualidade de vida, porém sem perspectivas de cura.



Referéncias

1. Khan AA, Morrison A, Hanley DA, Felsenberg D, McCauley LK, O'Ryan F, et al.
Diagnosis and management of osteonecrosis of the jaw: a systematic review and
international consensus. J Bone Miner Res. 2015;30(1):3-23.

2. Rodan AG. Mechanisms of action of bisphosphonates. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol.
1998; 38:375-88.

3. Widler L, Jaeggi KA, Glatt M, Muller K, Bachmann R, Bisping M, et al. Highly potent

26

geminal bisphosphonates: from pamidronate disodium (Aredia) to zoledronic acid (Zometa).

J Med Chem. 2002;45(17):3721-38.

4. Fleisch H. Bisphosphonates in bone disease: from the laboratory to the patient. 2™ ed.
London: Parthenon Publishing Group; 1995. v. 1.

5. Russel RGG, Watts NB, Ebetino FH, Rogers MJ. Mechanisms of action of
bisphosphonates: similarities and differences and their potential influence on clinical
efficacy. Osteoporos Int. 2008;19(1):733-759.

6. Wang EP, Kaban LB, Strewler GJ, Raje N, Troulis MJ. Incidence of osteonecrosis of the
jaw in patients with multiple myeloma and breast or prostate cancer on intravenous
bisphosphonate therapy. J Oral Maxillofac Surg. 2007; 65(7):1328-31.

7. Green J. Zoledronate: the preclinical pharmacology. Br J Clin Pract Symp Suppl.
1996;87:16-8, discussion 22.

8. Migliorati CA, Casiglia J, Epstein J, Jacobsen PL, Siegel MS, Woo SB. Managing the
care of patients with bisphosphonate osteonecrosis: An América Academy of Oral Medicine
position paper. J] Am Dent Assoc. 2005;136(12):1658-68.

9. Green JR. Zoledronic acid: pharmacologic profile of a potent bisphosphonate. J

Organomet Chem. 2005; 690(10): 2439-48.



27

10. Perazella MA, Markowtiz GS. Bisphosphonate nephrotoxicity. Kidney Int.
2008;74(11):1385-93.

11. Ruggiero SL, Dodson TB, Assael LA, Landesberg R, Marx RE, Mehrotra B, et. al.
American Association of Oral and Maxillofacial Surgeons position paper on
bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaws--2009 update. J Oral Maxillofac Surg.
2009;67(5 Suppl):2-12.

12. De Luca A, Lamura L, Gallo M, Daniele G, D'Alessio A, Giordano P, et al.
Pharmacokinetic evaluation of zoledronic acid. Expert Opin Drug Metab Toxicol.
2011;7(7):911-8.

13. Graham R, Russell G. Bisphosphonates: mode of action and pharmacology. Pediatrics.
2007; 119 Suppl 2:S150-62.

14. Roldan CJ, Paniagua L. Complications of New Medications. West J] Emerg Med.
2015;16(1):154-6.

15. Mehrotra B, Ruggiero S. Bisphosphonate complications including osteonecrosis of the
jaw. Am Soc Hematol. 2006; 356-60.

16. Black DM, Delmas PD, Eastell R, Reid IR, Boonen S, Cauley JA, et al. Once-yearly
zoledronic acid for treatment of postmenopausal osteoporosis. N Engl J Med.
2007;356(18):1809-22.

17. Greenspan SL, Subashan P, Ferchak MA, Nace DA, Resnick NM. Efficacy and safety of
single-dose zoledronic acid for osteoporosis in frail elderly women: a randomized clinical
trial. JAMA Intern Med. 2015;175(6):913-21.

18. Marx RE. Pamidronate (Aredia) and zoledronate (Zometa) induced avascular necrosis of
the jaws: a growing epidemic. J Oral Maxillofac Surg. 2003;61(9):1115-7.

19. Migliorati CA. Bisphosphanates and oral cavity avascular bone necrosis. J Clin Oncol.

2003;21(22):4253-4.



28

20. Wang J, Goodger NM, Pogrel MA. Osteonecrosis of the jaws associated with cancer
chemotherapy. J Oral Maxillofac Surg. 2003;61(9):1104-7.

21. Ruggiero SL, Gralow J, Marx RE, Hoff AO, Schubert MM, Huryn JM, et al. Practical
guidelines for the prevention, diagnosis and treatment of osteonecrosis of the jaw in patients
with cancer. J Clin Oncol Pract. 2006; 2(1):7-14.

22. Migliorati CA, Woo SB, Hewson I, Barasch A, Elting LS, Spijkervet FK, et al. A
systematic review of bishosphonate osteonecrosis (BON) in cancer. Support Care Cancer.
2010;18(8):1099-106.

23. Ruggiero SL, Dodson TB, Fantasia J, Goodday R, Aghaloo T, Mehrotra B, et al.
Medication-related osteonecrosis of the jaw: 2014 Update [monograph online]. AAOMS;
2014. [cited 2015 Nov 4]. Avaiable from: URL:

http://www.aaoms.org/docs/position _papers/mronj position_paper.pdf?pdf=MRONJ-
Position-Paper.

24. Vidal-Real C, Pérez-Sayans M, Suarez-Peniaranda J-M, Gandara-Rey J-M, Garcia-
Garcia A. Osteonecrosis of the jaws in 194 patients who have undergone intravenous
bisphosphonate therapy in Spain. Med Oral Patol Oral Cir Bucal. 2015;20(3):e267-¢272.
25. Organizagao Mundial da Saude. Classificacdo estatistica internacional de doengas e
problemas relacionados a satide: CID-10 [monograph online]. Brasilia: OMS; 2008. [cited
2015 Nov 15]. Avaiable fron: URL:
http://www.datasus.gov.br/cid10/V2008/WebHelp/m86 m90.htm.

26. Khosla S, Burr D, Cauley J, Dempster DW, Ebeling PR, Felsenberg D, et al.
Bisphosphonate-associated osteonecrosis of the jaw: report of a task force of the American
Society for Bone and Mineral Research. J Bone Miner Res. 2007;22(10):1479-91.

27. Marx RE, Cillo JE, Ulloa JJ. Oral bisphophonate-induced osteonecrosis: risk factors,

prediction of risk usin serum CTX testing, prevention, and treatment. Am Assoc Oral



29

Maxilofac Surg. 2007;65(12):2397-410.

28. Fliefel R, Troltzsch M, Kiihnisch J, Ehrenfeld M, Otto S. Treatment strategies and
outcomes of bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaw (BRONJ) with characterization
of patients: a systematic review. Int J Oral Maxillofac Surg. 2015;44(5):568-85.

29. Gabbert TI, Hoffmeister B, Felsenberg D. Risk factors influencing the duration of
treatment with bisphosphonates until occurrence of an osteonecrosis of the jaw in 963
cancer patients. J Cancer Res Clin Oncol. 2015;141(4):749-58.

30. Allen MR, Burr DB. The pathogenesis of bisphosphonate-related osteonecrosis of the
jaw: So many hypotheses, so few data. J Oral Maxillofac Surg. 2009;67(5 Suppl):61-70.
31. Kobayashi Y, Hiraga T, Ueda A, Wang L, Matsumoto-Nakano M, Hata K, et al.
Zoledronic acid delays wound healing of the tooth extraction socket, inhibits oral epithelial
cell migration, and promotes proliferation and adhesion to hydroxyapatite of oral bacteria,
without causing osteonecrosis of the jaw, in mice. J Bone Miner Metab. 2010;28(2):165-75.
32. Landesberg R, Woo V, Cremers S, Cozin M, Marolt D, Vunjak-Novakovic G, et al.
Potential pathophysiological mechanisms in osteonecrosis of the jaw. Ann N'Y Acad Sci.
2011;1218:62-79.

33. Kiihl S, Walter C, Acham S, Pfeffer R, Lambrecht JT. Bisphosphonate-related
osteonecrosis of the jaws: a review. Oral Oncol. 2012;48(10):938-47.

34. Capelari MM, ZilliotoT, Marzola C, Toledo Filho JL, Pastori CM, Toledo GL, et al.
Osteonecrose dos maxilares associada a bisfosfonatos [monograph online]. Bauru:
Associacdo paulista de Cirrugides-Dentistas; 2010. [cited 2013 Jun 10]. Avaiable from:
URL: http://www.actiradentes.com.br/revista/2010/textos/26RevistaATO-
Osseo_necrose _dos maxilares-2010.pdf.

35. Munaretto JC, Fogliatto L, Franco, FC, Langie R. Cuidados do atendimento

odontologico do paciente com doengas onco-hematologicas. In: Morais TM, Silva A,



organizadores. Fundamentos da odontologia em ambiente hospitalar/ UTI. Sao Paulo:
Esevier; 2015. p. 257-68.

36. Schiodt M, Larsson Wexell C, Herlofson BB, Giltvedt KM, Norholt SE, Ehrenstein V.
Existing data sources for clinical epidemiology: Scandinavian Cohort for osteonecrosis of
the jaw: work in progress and challenges. Clin Epidemiol. 2015;7:107-16.

37. Lazarovici TS, Mesilaty-Gross S, Vered I, Pariente C, Kanety H, Givol N, et al.
Serologic bone markers for predicting development of osteonecrosis of the jaw in patients

receiving bisphosphonates. J Oral Maxillofac Surg. 2010; 68(9):2241-7.

30



31

4 ARTIGO CIENTIFICO 27

ANALISE HISTOLOGICA DO EFEITO DO ACIDO ZOLEDRONICO NA
ARTICULACAO TEMPOROMANDIBULAR - ESTUDO EXPERIMENTAL EM

RATOS

HISTOLOGICAL ANALYSIS OF THE EFFECT OF ZOLEDRONIC ACID IN

THE TEMPOROMANDIBULAR JOINT: AN EXPERIMENTAL STUDY IN RATS

Jéssica Cerioli Munaretto', Deise Ponzoni', Edela Puricelli'

1- Unidade de Experimenta¢do Animal, Unidade Experimental de Patologia, Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Universidade Federal Do Rio Grande do Sul (UFRGS),
Porto Alegre, Brasil.
RESUMO

O 4cido zoledronico tornou-se uma alternativa no controle e tratamento de uma
variedade de doengas dsseas. Em virtude do escasso conhecimento sobre a repercussdo do uso
de bisfosfonatos sobre a articulacdo temporomandibular, este trabalho propde-se a avaliar o
efeito do acido zoledronico em estruturas da articulagdo temporomandibular de ratos. Para
realizacdo desta pesquisa foram utilizadas amostras provenientes do estudo realizado por
Pacheco et al. (2015). A amostra foi composta por 28 articulagdes temporomandibulares de
14 ratos Wistar, com 60 dias e peso médio de 250 g divididos em 2 grupos (teste e controle),
subdivididos em lado direito e esquerdo. Os animais do grupo teste receberam uma dose de
0,2 mg/Kg de acido zoledronico, via intraperitonial, semanalmente, por 3 semanas, € 0 grupo
controle recebeu dose equivalente de soro fisioldgico. Todos os animais foram submetidos a

extracdo dentaria do primeiro molar superior esquerdo e defeito na coroa dentdria do

" Artigo apresentado de acordo com as normas do periodico International Journal of Experimental Pathology
(Qualis Odontologia A2 — Ano Base 2014, fator de impacto 2.168).
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primeiro molar inferior ispilateral. Os procedimentos dentdrios foram realizados apds o
término da aplicagdo do fdrmaco. Os animais foram mortos em 8 semanas. A andlise
histologica avaliou a espessura das camadas da cartilagem condilar, o nimero de condrdcitos
na camada hipertréfica e a quantificagdo de coldgeno tipo I na area correspondente as
estruturas da articulagdo temporomandibular (condilo, temporal e disco articular) e
especificamente nas regides anterior, central e posterior do condilo mandibular. Os resultados
mostraram na avaliacdo da espessura das camadas de cartilagem, que a média da espessura da
camada de maturagdo no condilo esquerdo foi significativamente maior no grupo teste do que
no grupo controle (p=0,016). Na camada hipertrofica, independente do lado, o grupo teste
apresentou média de espessura significativamente maior do que no grupo controle (p=0,004).
Nao houve diferenca significativa na avaliacdo das médias do numero de condrdcitos entre os
grupos teste e controle em ambos os lados (p>0,05). Na quantificagdo do colageno tipo I na
regido posterior do condilo, no grupo controle, foi significativamente maior no lado esquerdo
do que no lado direito (p=0,007). A quantidade de colageno tipo I em geral, ou seja, no
condilo, disco e estrutura temporal articular, no grupo teste foi significativamente menor no
lado direito do que no lado esquerdo (p=0,014). O condilo do lado direito apresentou valores
significativamente menores no grupo teste em comparacdo ao grupo controle (p=0,035). Com
base nos resultados pode-se concluir que o 4cido zoledronico exerce efeito sobre as
articulagdes temporomandibulares de ratos.

Palavras-chave: ratos, difosfonatos, articulagdo temporomandibular, cartilagem, histologia.

ABSTRACT
The zoledronic acid it is an alternative for the control and treatment of a variety of
bone diseases. This paper proposes to evaluate the effects of zoledronic acid in rat

temporomandibular joint structures. Samples were used from the study by Pacheco et al.
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(2015). The sample consisted of 28 temporomandibular joints of 14 Wistar rats, 60 days and
weighing 250g divided into 2 groups (control and test) divided into right and left. The animals
of the test group received a dose of 0.2 mg / kg zoledronic acid, intraperitoneally weekly for 3
weeks and the equivalent of dose control group of normal saline. All animals were submitted
to dental extraction of the maxillary left first molar and dental crown defect in the lower first
molar ipsilateral. Dental procedures were carried out after completion of the application of the
drug. The animals were sacrificed at 8 weeks. Histological analysis evaluated the thickness of
the layers of the condylar cartilage, the number of chondrocytes in hypertrophic layer, and the
quantification of collagen type I on the area corresponding to the structures of the
temporomandibular joint (condyle, temporal and articular disc) and specifically in the
anterior, central and posterior mandibular condyle. The results shown in the assessment of the
thickness of the cartilage layer is observed that the average thickness of the layer in the
maturation left condyle was significantly higher in test group than in control group (p =
0.016). In independent hypertrophic layer side the test group had significantly greater average
thickness than in the control group (p = 0.004). There was no significant difference in the
evaluation of the mean number of chondrocytes between the test and control groups on both
sides (p> 0.05). In the quantification of type I collagen in the region of the condyle in the
control group it was significantly higher on the left than on the right side (p = 0.007). The
amount of type I collagen in general, ie the condyle disk and the temporal joint structure in
the test group was significantly lower on the right side than the left side (p = 0.014). The
condyle on the right side showed significantly lower in the test group compared to the control
group (p = 0.035). Based on the results it can be concluded that zoledronic acid exert any
effect on the temporomandibular joints of rats.

Keywords: rats, diphosphonates, temporomandibular joint, cartilage, histology.
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INTRODUCAO

Os bisfosfonatos sdo agentes anti-reabsortivos do osso, tradicionalmente utilizados
nos tratamento de doencas dsseo-metabolicas e de metastases 0sseas. Entre os mais utilizados,
por via endovenosa, destaca-se um bisfosfontato nitrogenado, o acido zoledronico (Fleisch
1995; Russel et al. 2008; Bagan et al. 2009; Gabbert et al. 2015).

Possiveis efeitos secundarios a administracdo do acido zoledronico tém sido
reportados na literatura. S3o descritos desde casos de situagcdo semelhante a estagio gripal
inicial quando administrada a primeira infusdo, febre, fadiga, arrepios, artralgia, mialgia,
nausea, vOmito, insuficiéncia renal em pacientes com cancer apds infusdes de altas doses
repetitivas até disgeusia, parestesia e osteonecrose nos maxilares (Mehrotra & Ruggiero,
2006).

O efeito do acido zoledronico na articulagdo temporomandibular tem sido alvo de
pesquisas recentes (Camacho et al. 2013; Renders et al. 2014; Tatli ef al. 2014).

Um estudo experimental em ratos comparou o efeito do acido zoledronico, via
intraperitonial, em diferentes doses (0,2mg, 0,4mg e 0,6mg) quanto a resisténcia a fratura do
condilo mandibular. A dose de 0,2mg foi administrada semanalmente, durante 3 semanas e a
morte dos animais foi realizada 28 dias ap6s a administracdo da ultima dose. A resisténcia a
fratura foi medida (em Newtons) com uma maquina universal de ensaios. Os espécimes foram
observados sob um microscopio eletronico de varredura e submetidos a andlise quimica
elementar e mapeamento da composi¢do mineral Ossea por espectrometria de energia
dispersiva e raio-x. Como resultado, houve diferenga estatistica significativa quanto ao
aumento da resisténcia a fratura com a maior dose acumulada do fairmaco no grupo teste. Os
autores observaram também um aumento dos niveis de cdlcio e fosforo diretamente

proporcional a dose administrada (Camacho et al. 2013).
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Outro estudo experimental em camundongo com 3 meses de idade, avaliou o efeito
de 0,5mg/kg de acido zoledronico no cdndilo mandibular. O farmaco foi administrado
semanalmente, pela via intraperitonial durante 30, 90 e 180 dias. Foram realizadas
avaliagdes por microtomografia e histomorfometria. Os resultados mostraram que no grupo
teste houve um aumento na densidade (dose-dependente) de mineralizacdo 6ssea. Entretanto,
na andlise histologica do grupo que recebeu maior quantidade do farmaco, ndo houve a
presenca de um tecido 6sseo maduro, mas sim uma regido cartilaginosa com um baixo nivel
de mineralizacdo descrita pela baixa mineralizagdo na camada hipertréfica. Apds o
tratamento com 4cido zoledronico houve um aumento na espessura da camada hipertrofica
ao longo do tempo. Os autores atentam que os dados poderiam indicar a possibilidade de
efeitos adversos negativos no desenvolvimento em adultos jovens submetidos ao tratamento
com o acido zoledrdonico (Renders et al.2014).

Em um estudo experimental em coelhos, foi avaliado o efeito de uma unica aplicagdo
de 0,Ilmg/kg de 4cido zoledronico, via intravenosa por bomba de infusdo, sobre a
remodelacdo Ossea fisiologica e microarquitetura do condilo mandibular. Os animais foram
mortos em 21 dias ap6s a administragdo do farmaco. Os autores observaram que o acido
zoledrdnico, na analise radiogréfica, propiciou um aumento significativo na mineraliza¢cdo do
condilo mandibular e, histologicamente, um aumento na mineralizacdo 0ssea e na espessura
da camada ossea trabecular (Tatli et al. 2014).

Baseado na literatura consultada e no fato de que poucos sdo os estudos que avaliam o
efeito do 4cido zoledronico na articulagdo temporomandibular, este trabalho propde-se a
avaliar o efeito do 4cido zoledronico nesta articulagdo, utilizando como modelo experimental,

o rato.
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METODOLOGIA

Para este estudo foi realizado o aproveitamento de material biologico de parte da
pesquisa de dissertacio de mestrado intitulada: Terapia por bisfosfonato nitrogenado:
avaliacdo, em ratos, da estrutura alveolar apds exodontia, da aluna de mestrado do Programa
de Pos-graduagdo em Odontologia, Viviane Neves Pacheco, sob a orientagdo da Profa. Dra.
Deise Ponzoni, tendo sua aprovagdo registrada no protocolo de nimero 120108, pelo
Comité de Ftica e Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre — HCPA. A

metodologia utilizada segue transcrita.

Delineamento do Estudo
Este estudo utilizou um desenho experimental do tipo prospectivo, randomizado,

controlado, cego, em modelo animal.

Descricdo da amostra

A amostra foi composta por 14 ratos, heterogénicos, da espécie Rattus novergicus
albinus, cepa Wistar, machos, clinicamente sadios com idade média de 60 dias e peso
médio de 250 gramas. Os animais foram divididos, de forma randomizada, em dois grupos
(teste e controle), sendo avaliadas estruturas da articulagdo temporomandibular
bilateralmente (direita e esquerda). Os animais do grupo teste receberam acido zoledronico e
os animais do grupo controle tiveram a administracdo de soro fisiologico. Todos os animais

receberam intervencdo nos primeiros molares superior e inferior no lado esquerdo (Tabela

1.
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Tabela 1. Distribuicdo dos grupos do estudo.

Grupos Distribuicdo ATM ATM Administracdo Tempo de Tempo de
de animais direita esquerda Aacido administracdo observacao
por grupo zoledronico do AZ (semanas)

(AZ) (semanas)

Controle n=07 n= 07 n= 07 nao -- 08

Teste n= 07 n= 07 n= 07 sim 03 08

Fonte autora, 2015.

Procedimentos prévios

O bisfosfonato empregado por Pacheco (2015) foi o 4&cido zoledrdnico, por via
intraperitoneal, com seringa de insulina. A frequéncia de administracdo do farmaco foi de
uma dose de 0,2mg/kg semanal, por 3 semanas, totalizando 0,6mg/kg total do farmaco. O
grupo controle recebeu a dose equivalente de soro fisiologico.

Para administracdo do farmaco, nao foi realizada anestesia. O animal foi contido
através da colocagdo da mao sobre o dorso e a caixa toracica, e a cabeca apreendida entre o
polegar e o indicador, imediatamente atrds da mandibula. A pesagem dos animais para
calculo das dosagens foi realizada sete dias previamente a administragdo do fArmaco.

Todos os animais incluidos nesse estudo foram submetidos a procedimento cirurgico
para remogao do primeiro molar superior esquerdo e defeito com broca esférica (nimero '4)
na coroa dentdria do primeiro molar inferior esquerdo, simulando uma cavidade de carie
com envolvimento pulpar, apds a administracao da terceira dose do acido zoledronico, aos
21 dias. Durante todo o periodo do experimento, os animais foram mantidos nas
dependéncias da Unidade Experimental Animal do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, em
temperatura ambiente de 23°C (mais ou menos um grau); alimentados com ragdo comercial
e agua ad libitum, e foram submetidos a exames veterinarios para a exclusdo de qualquer

patologia concomitante, que poderia interferir com os resultados do presente trabalho.
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Morte e Preparo dos animais

Decorrido o tempo de oito semanas, a partir do inicio do estudo, 35 dias apos os
procedimentos cirurgicos, foram realizadas as mortes dos animais seguindo os critérios da
Lei 11.794 de 08 de outubro de 2008 (Lei Arouca), através da utilizagdo de cdmara de CO,,
com o intuito de preservar as estruturas a serem examinadas. Imediatamente apds a morte,
foi realizada a necropsia com a remoc¢do completa do cranio e hemisseccdo do mesmo,
separando os lados direito e esquerdo com uma um disco metalico acoplado a um mandril
em um motor cirurgico.

As pecas operatdrias correspondentes a regido da articulagdo temporomandibular,
direita e esquerda, foram colocadas imediatamente em recipientes plésticos devidamente
identificados, fixadas e conservadas em formalina neutra tamponada a 10%, com a

finalidade de evitar as alteragdes post mortem.

Andlise Histologica

Os procedimentos de confeccdo das laminas e de andlise histologica foram
realizados na Unidade de Patologia Experimental do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre/UFRGS.

Para este estudo, foram incluidas 28 articulagdes temporomandibulares. Apds a
fixagdo das pegcas em formalina tamponada as mesmas foram descalcificadas em uma
solugdo de 4cido nitrico’ a 10%. As pecgas foram processadas e incluidas em parafina,
resultando em um bloco para cada articulagdo. De cada bloco, foram obtidos dois cortes
histologicos, cada um deles com 4um de espessura e confeccionadas as respectivas laminas
histologicas. Houve perda no processamento de uma articulagdo temporomandibular lado

direito do grupo teste. Foram analisadas 27 articulagdes temporomandibulares.

>FM GOLD (Acido Nitrico 65%), F. Maia Industria e Comércio Ltda, Cotia, SP, Brasil.
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Cegamento
A leitura das laminas foi realizada por trés pesquisadores cegos. As ladminas foram
codificadas por um individuo externo a anélise, de modo que os examinadores ndo sabiam a

que grupo cada lamina pertencia.

Reprodutibilidade

A reprodutibilidade foi avaliada ao longo do estudo, onde 10 laminas foram sorteadas
e reavaliadas ap6s um periodo de 10 dias, por todos os examinadores. O teste utilizado foi o
Coeficiente de Correlagdo Intraclasse (ICC), onde o valor minimo aceito foi de 0,804,

mostrando uma excelente concordancia intra e inter examinador (tabela no apéndice A).

Analise dos dados

Para a medicdo da espessura da cartilagem condilar e quantificacdo do numero de
condrocitos, as imagens foram capturadas numa camera' acoplada a um microscopio dptico” e
um computador’, utilizando o software Q capture™ com aumento de 400 vezes. Para cada
articulagdo témporomandibular foram capturadas e analizadas trés imagens (regido anterior,
central e posterior do condilo). Para cada imagem foram determinados trés pontos
equidistantes, onde foram mensuradas as espessuras das camadas da cartilgem condilar
(camadas fibrosa, proliferativa, de maturacdo e hipertréfica), totalizando 9 mensuragdes de
cada camada por lamina. Foi utilizada a ferramenta de medi¢do de retas do sistema de
software Image J®° calculado em mm. Os valores obtidos foram langados numa planilha

A . ®6 , o1 . .
eletronica Excel ™ e o calculo da média de espessura de cada camada foi estabelecido.

! Olympus® América Inc., Center Valley, PA, USA, Qcolor 5, Coolet, RTV.
2 Modelo Lambda LQOT 2, ATTO Instruments Co., Hong Kong, China.

3 Modelo Dimension 5 150, Dell® Inc., Eldorado do Sul, RS, Brasil.

* Versdo 5.1; Quantitative Imaging Corporatio, Inc.; 2005.

5 Versdo 1.48 National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA.

¢ Windowns Excel® 2010.
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A quantificagdo de condrocitos foi realizada a partir da camada hipertréfica,
considerando na contagem os condrocitos com nticleo visivel.

A quantificag@o de fibras colagenas do tipo I, seguiu a metodologia de Artuzzi 2012.
Utilizou-se o equivalente a uma lamina para cada espécime. As imagens foram capturadas por
um avaliador cego, através de uma camera de video Olympus®’, acoplada a um microscopio
binocular® ¢ a um computador’ utilizando-se o software software Image-Pro Plus®'’ em
aumento de 200x.

A quantificagio do colageno tipo I foi realizada numa area de Imm® na regido anterior
(1), central (2) e posterior (3) do condilo e na totalidade das estruturas articulares (condilo,
disco e a estrutura temporal articular A birrefringéncia vermelho-alaranjada identificou a

presenca de colageno tipo I).

Analise estatistica

Os dados foram analisados no programa IBM SPSS Statistics, versdo 22. A andlise
descritiva dos dados foi realizada através de média e desvio-padrdo ou mediana e intervalo
interquartil. Foi testada a normalidade dos dados através do Teste Kolmogorov Smirnov. Para
os dados que se ajustaram a distribuicdo normal, a intera¢do entre grupo e lado foi realizada
através da Analise de Variancia Multipla complementada pelo Teste de Comparagdes
Multiplas de Tukey; e as varidveis que ndo se ajustaram a distribuicdo normal, foram
avaliadas através do Teste Nao-paramétrico Mann-Whitney. O nivel de significancia adotado

foi de 5% (p<0,05).

7 Olympus® América Inc., Center Valley, PA, USA, Qcolor 5, Coolet, RTV.
8 CX41RF , Olympus Lantin América Inc., Miami, FL, USA.

? Modelo Dimension 5 150, Dell® Inc., Eldorado do Sul, RS, Brasil.

' Versdo 5.1, Olympus Optical Co. Ltd., Tokyo Japio.



Resultados

Na avaliacdo da espessura das camadas da cartilagem condilar (Tabelas 2 e 3), ndo

houve diferenca significativa entre as médias das camadas fibrosa e proliferativa entre os

grupos (controle e teste) e lados (direito e esquerdo) (p>0,05).

Na avaliacao da espessura da camada de maturacdo observou-se interacao significativa
entre grupo e lado. A média da espessura da camada no grupo teste foi significativamente
maior do que no grupo controle no condilo esquerdo (p=0,016).

Na camada hipertrofica ndo houve interagdo significativa entre grupo e lado, mas
quanto aos efeitos principais, apenas um grupo foi significativo (p=0,004); ou seja,

independentemente do lado, o grupo teste apresentou média de espessura significativamente

maior do que o grupo controle (Figura 1).

Tabela 2. Distribui¢do das médias e desvios-padrdo da espessura das camadas de cartilagem

da articula¢do temporomandibular em mm, nos grupos controle e teste bilateralmente.

Lado

Camada Grupo Toual
Média DP Média DP Média DP

Controle | 0,244 0,104 0,244 0,065 0,244 0,083
Fibrosa Teste 0,200 0,029 0,235 0,090 0,219 0,069
Total 0,224 0,079 0,240 0,076 0,232 0,076
Controle | 0,389 0,077 0,339 0,067 0,364 0,074
Proliferativa  Teste 0,318 0,062 0,307 0,057 0,312 0,057
Total 0,356 0,077 0,323 0,062 0,339 0,070
Controle | 0,475 48 0,138 0,346 ° 0,092 0,410 0,131
Maturagio Teste 0,394 A8 0,147 0,503 * 0,096 0,453 0,129
Total 0,437 0,142 0,424 0,121 0,431 0,130
Controle | 0,529 0,120 0,426 0,130 0,478 ® 0,131
Hipertrofica Teste 0,647 0,182 0,643 0,100 0,645 * 0,137
Total 0,584 0,157 0,534 0,158 0,558 0,157

Meédias seguidas de letras distintas diferem significativamente através da Analise de Varidncia, complementada pelo Teste de Comparagdes
Multiplas de Tukey, ao nivel de significancia de 5%.
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Tabela 3. Tabela da Analise de Varidncia ao nivel de significancia de 5% da média da

espessura das camadas de cartilagem da articulagdo temporomandibular, nos grupos

controle e teste bilateralmente.

Camada Causa de Variagdo q?g(;lriéigs li(t})zlcll:(; F P

Grupo 0,005 1 0,75 0,395

Lado 0,002 1 0,32 0,577

Fibrosa Grupo * Lado 0,002 1 0,34 0,566
Erro experimental 0,144 23
Total 0,152 26

Grupo 0,018 1 4,10 0,055

Lado 0,006 1 1,42 0,245

Proliferativa  Grupo * Lado 0,003 1 0,58 0,456
Erro experimental 0,101 23
Total 0,128 26

Grupo 0,010 1 0,68 0,417

Lado 0,001 1 0,05 0,830

Maturagio  Grupo * Lado 0,095 1 6,70 0,016
Erro experimental 0,327 23
Total 0,436 26

Grupo 0,188 1 10,46 0,004

Lado 0,019 1 1,08 0,310

Hipertréfica  Grupo * Lado 0,017 1 0,92 0,347
Erro experimental 0,413 23
Total 0,639 26
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Figura 1. a) Imagem histologica da regido média do condilo mandibular do grupo teste lado direito. b)
Imagem histologica da regido média do condilo mandibular do grupo controle lado direito. ¢) Imagem
histoloégica da regido média do condilo mandibular do grupo teste lado esquerdo. d) Imagem
histologica da regido média do condilo mandibular do grupo controle lado esquerdo. Observa-se a
diferenca de espessura da camada hipertrofica entre os grupos. HE, 400X.

Nota: As letras a direita, correspondem as camadas de cartilagem: fibrosa (F), proliferativa ( P),

maturacdo (M) e hipertrofica (H).

Na avaliacdo do nimero de condrécitos ndo foram encontradas diferencas entre as

médias dos grupos (controle e teste) (p>0,05) (Tabelas 4 ¢ 5).

Tabela 4. Distribuicdo das médias e desvios-padrdo da contagem do niimero de condrodcitos
com nucleo definido em toda camada hipertrofica da articulagdo temporomandibular, nos

grupos controle e teste bilateramente.

Lado
Total
Grupo D E
Média DP Média DP Média DP
Controle 66,86 35,49 58,62 23,78 62,74 29,34
Teste 51,00 17,90 53,00 19,32 52,08 17,92
Total 59,54 28,83 55,81 21,02 57,60 24,66
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Tabela 5. Analise de Variancia ao nivel de significancia de 5% da contagem do numero de

condrocitos.
Causa de Variagao q?g(;lriéigs li(t})zlcll:(; F P
Grupo 774,861 1 1,20 0,284
Lado 65,375 1 0,10 0,753
Grupo * Lado 176,095 1 0,27 0,606
Erro experimental 14794,286 23
Total 15810,897 26

A quantidade de colageno tipo I na regido posterior do condilo no grupo controle foi
significativamente maior no lado esquerdo do que no lado direito (p=0,007).

A quantidade de colageno tipo I em geral, ou seja, no condilo, disco e a estrutura
temporal articular, apresentou diferenca entre o grupo teste e controle no lado direito. O lado
direito no grupo teste apresentou menor quantidade de colageno em comparagdo ao grupo
controle (p=0,035). No grupo teste, o lado direito apresentou valores menores em comparagao

do esquerdo (p=0,014) (Tabela 6) (Figura 2).

Tabela 6. Distribuicdo das medianas e intervalo interquartil (Percentil 25; Percentil 75) da
quantifica¢do do colageno tipo I na regido anterior, central e posterior condilo mandibular,

nos grupos controle e teste bilateramente.

Lado
Grupo D E P
Mediana (P25 ; P75) Mediana (P25 ; P75)

Controle 4,0 (0;5,7) 2,3(0;3,0) 0,456

Anterior Teste 0(0;0,4) 0(0;0,7) 0,731
p 0,073 0,318

Controle 1,7 (0 ; 4,0) 5,3(0,7;9,7) 0,156

Centro Teste 0,2(0;1,0) 0(0;10,0) 0,836
p 0,181 0,318

Controle 1,0 (0;1,7) 7,0 (5,3;19,3) 0,007

Posterior Teste 0(0;0,8) 2,7(0;14,0) 0,073
p 0,138 0,128

Controle 169,7 (49,3 ; 326) 263,7 (186,7 ; 380) 0,318

Geral Teste 33,2 (18 ; 81,7) 167,0 (145,3 ; 533,7) 0,014
p 0,035 0,620

p= Nivel minimo de significancia do Teste Ndo-paramétrico Mann-Whitney
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Figura 2. a) Imagem histologica da regido do condilo mandibular, disco e estrutura temporal

articular lado direito. Grupo teste. b) Imagem histoldgica da regido do condilo mandibular,
disco e estrutura temporal articular lado direito. Grupo controle. Observa-se a diferenga da

birrefringéncia vermelho-alaranjada entre os grupos teste e controle (=). Picrossirius, 200x.

DISCUSSAO

A amostra utilizada neste estudo, foi uma amostra de conveniéncia e aproveitou
material bioldgico da pesquisa de Pacheco er al. (2015). O aproveitamento de material
bioldgico representa um importante recurso utilizado em pesquisa, ndo somente na redugdo de
custos, mas sobretudo na demonstragdo de respeito pela vida, resultando numa melhor
utilizacdo de informacdes e extracdo de dados gerados a partir da vida de um tnico ser,
seguindo os principios éticos da experimentagcdo animal (Andrade et al. 2002). O rato foi
utilizado como modelo experimental por ser um animal de pequeno porte, baixo custo e facil
manuseio (Petrovic & Stuzman 1991; Yamaza 2003; Porto et al. 2010). A articulacao
temporomandibular do rato ¢ muito semelhante morfologicamente e funcionalmente a
humana, o que corrobora a escolha do modelo animal nesta pesquisa. Sob o ponto de vista
morfoldgico, a diferenca estd na auséncia de eminéncia articular, fato esse que permite uma
amplitude maior nos movimentos protrusivos da mandibula (Petrovic & Stuzman 1991; Porto

et al. 2010). Animais com 60 dias foram utilizados no estudo, caracterizando, nesta idade,
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maturidade sexual e musculoesquelética equivalentes a um animal adulto (Andrade et al
2002).

A dose de 4cido zoledronico utilizada foi de 0,2 mg/kg, por via intraperitoneal,
aplicado semanalmente, durante o periodo de 3 semanas, totalizando uma dose de 0,6 mg/kg
do farmaco. Para o calculo da dose do farmaco e seus intervalos utilizados neste estudo,
Pacheco (2013) E Pacheco et al. (2015) levaram em consideragdo as diferengas entre o
metabolismo 6sseo das duas espécies. A dose elevada utilizada (duas vezes a dose humana
mais alta, em m? de 4rea de superficie corporal), quando comparada ao emprego em humanos,
justifica-se diante do metabolismo acelerado e da alta taxa de excrecdo dos bisfosfonatos,
caracteristicas do modelo animal empregado. Em ratos, uma tnica inje¢do intravenosa de 1,6
mg/Kg, foi bem tolerada e ndo associada a mortalidade. A dose total do farmaco utilizada em
outros estudos que avaliaram a regido da articulagdo temporomandibular apresentaram uma
variagdo de entre 0,1 mg/Kg, e 2,4 mg/Kg (Tatli ef al. 2014; Camacho et al. 2013; Renders et
al. 2014). De acordo com Bi et al. (2010) ndo hé diferencas entre a aplicacdo intravenosa e
intraperitoneal da administracdo de acido zoledronico na avaliagdo do efeito do medicamento
sobre a estrutura dssea.

A grande maioria dos trabalhos experimentais que avaliou o 4cido zoledrénico
empregou a associagdo de drogas com caracteristicas imunossupressoras ou induziram o
desenvolvimento prévio de doengas metabolicas (Sonis et al. 2008; Bi et al 2010).
Considerando o fAirmaco, o presente trabalho analisou, exclusivamente, o efeito da medicagao
sobre a articulacdo temporomandibular em animais sadios, ja que o emprego de outras
medicagdes poderia interferir na andlise, concordando com outros autores (Camacho et al.

2013; Tatli et al. 2014; Renders et al. 2014).

A articulacdo temporomandibular, por se tratar de uma articulacdo bilateral e

interdependente, foi avaliada bilateralmente. Além disso, foi considerado o fato de ter sido
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realizado no estudo de Pacheco ef al. (2015) a extracdo do primeiro molar superior esquerdo e
defeito na cora do primeiro molar mandibular ipislateral, simulando uma cavidade de cérie
com destrui¢do corondria. Esses procedimentos geraram alteragdes oclusais. Jiao et al 2008
observou que alteracdes oclusais resultam em degeneragdo da cartilagem articular,
caracterizada por reducdo de proliferagdio e aumento da morte dos condrécitos,
predominantemente em ratos fémeas quando comparado aos ratos machos. Na comparacao
com nosso estudo, onde ratos machos foram empregados ndo foram observadas diferencas na
espessura total da cartilagem condilar entre os grupos (teste e controle), nem com relagdo aos
lados. Aos ratos machos parece estar atribuida uma maior capacidade de manutencido e
recuperagdo da cartilagem articular. A presenca de estrogénio poderia explicar essa diferenga.

Por outro lado, na andlise da espessura total da cartilagem condilar ndo foram observadas
diferengas entre os grupos (teste e controle), nem com relacdo aos lados. Na andlise da
espessura das camadas da cartilagem condilar verificou-se o aumento significativo da camada
de matura¢do (lado esquerdo) e da camada hipertrofica (lados direito e esquerdo) no grupo
teste quando comparadas ao controle. Esses achados corroboram o possivel efeito do acido
zoledronico sobre os condroblastos, células responsaveis pela sintese de matriz extracelular
(Renders et al., 2014).

Nao foram observadas diferengas significativas na quantificagdo do nimero de condrécitos
nos grupos teste e controle, nem na comparacdo entre os lados, sugerindo a manutencao
fisiologia articular. Uma redu¢@o no niimero de condrocitos poderia predispor a degradagao
da cartilagem. J& uma proliferacio de condrocitos poderia representar uma resposta
histologica do tecido doente na tentativa de neutralizar uma degeneracdo da cartilagem e
assim restaurar o tecido lesado (Jiao et al., 2009).

A quantidade de colageno tipo I, considerando a avaliagdo das estruturas articulares

(condilo mandibular, disco articular, estrutura temporal) foi menor no grupo teste (lado
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direito) quando comparada ao grupo controle. No grupo teste o lado direito apresentou menor
quantidade em comparagdo ao lado esquerdo. Na avaliagdo das areas condilares, o grupo
controle (lado esquerdo), apresentou maior quantidade de colageno na regido posterior do
condilo. Esses achados sugerem que o acido zoledronico age sobre os fibroblastos, células
responsaveis pela secre¢do do coldgeno. O coldgeno I ¢ a principal proteina da
fibrocartilagem, sendo encontrado também em torno das células hipertroficas, préximo a zona
de ossificagdo endocondral. A diminuicdo da quantidade de coldgeno sugere alteragdo no
padrdo fisiologico da articulagdo temporomandibular (Salo ef al. 1996). De acordo com Jiao
et al. (2010), a regido posterior do condilo ¢ extremamente sensivel aos estimulos anormais,
sendo a mais afetada quando comparada as outras regioes.

A metodologia empregada nessa pesquisa permite concluir que o 4cido zoledrénico
exerce efeito sobre as articulagdes temporomandibulares de ratos, resultando em aumento das
camadas de maturagdo e hipertrdfica, ndo alterando o nimero de condrécitos e diminuindo a
quantidade de colageno do tipo I. Os resultados aqui apresentados sdo animadores e
contribuem para a continuidade das pesquisas. Estudos ainda s3o necessarios para

compreender os efeitos desse farmaco sobre outras estruturas articulares.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O aumento da expectativa de vida da populagdo reflete nas possibilidades de
acomentimento de doengas cronicas. Durante a entrevista dirigida ao paciente, o cirurgido-
dentista deve estar atento a histdria pregressa e atual da condi¢do sistémica do paciente, bem
como a possibilidade do uso de bisfosfonatos, em especial do acido zoledronico. Essa
informagdo ¢ de suma importancia para o estabelecimento do plano de tratamento especifico
para o paciente.

Muitas vezes nos deparamos com patologias que desafiam o conhecimento prévio e
dificultam o estabelecimento de um diagnostico presuntivo, principalmente por nado
encontrarmos relacdo de causa e efeito. Baseado nisto, este trabalho se propos a estudar, de
forma inicial, os efeitos do acido zoledronico na articulacdo temporomandibular,
considerando o aumento do nimero de pessoas utilizando esse fArmaco e o nimero restrito de
publicacdes sobre os efeitos deste na referida articulacao.

Nossos resultados se constituem em passo importante para a continuidade das
pesquisas. Sugerimos prosseguir com este estudo, aumentando o tempo, em dias, de
exposicado dos animais ao uso do 4cido zoledrdnico e acrescentando uma andlise sobre outras

estruturas articulares.
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APENDICE A — COEFICIENTE DE CORRELACAO INTRACLASSE

Inter Intra examinador

examinador M C J
CAMADA FIBROSA 0,826 0,804 0,903 0,971
HE CAMADA PROLIFERA~TIVA 0,827 0,956 0,969 0,954
CAMADA MATURACAO 0,832 0,854 0,990 0,958
CAMADA HIPERTROFICA 0,847 0,931 0,821 0,948
ANTERIOR 0,904 0,978 0,874 0,998
PICRO CENTRO 0,805 0,953 0,957 0,995
POSTERIOR 0,930 0,962 0,975 0,843
GERAL 0,994 0,992 0,990 0,989
CONDROCITOS 0,996 0,970 0,896 0,969

Através do Coeficiente de Correlagdo Intraclasse, verifica-se uma excelente concordéancia intra e inter

examinador (quanto mais proximo de 1, maior a concordéancia)
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APENDICE B — ANALISE DOS DADOS
Para a medicdo da espessura da cartilagem condilar, num aumento de 400 vezes, foi
utilizada a ferramenta de medigdo de retas do sistema de software Image J®
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espessuras das camadas da cartilgem condilar (camadas fibrosa, proliferativa, de maturacao e

hipertrofica) pel ferramenta de medic¢do de retas, totalizando 9 mensuragdes de cada camada

por lamina.
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A quantificagdo do colageno tipo I foi realizada pelo o software sofiware Image-Pro

Plus®, em aumento de 200x. A birrefringéncia vermelho-alaranjada identificou a presenca de

colageno tipo L.

Eimage-Pro Plus - picro e 1.6F (1/1)

=10l x]
Fie Edt Acqure Sequence Enhance Frocess Measure | Macro  Window Help

EHEeCSBR 2 B00ca R s i HsREZal tENIaLecE BE B

Segmentation - picro e 14 (1/1)
Histogram Based okt Cube Based |
am— I ]

Dplons
ey 1
7 Expand selection by & degiee of [T & color mdemes.

Diop cokors sspresented by fower than [ F2] et
BT

. —[L::“Tﬂ Cieale Preview Image |
Fe |

| Class Color on Transpasert =]

[0 RGB 243632632 bytes], Zoom 50X

.leuul @@ *| F?imwmm-[f---l £} Image-Pro Phus - picr.-.

NewMask | Apoly Mask |

Numa 4rea de Imm® a quantidade de colageno tipo I foi analisada na regido anterior

(1), central (2) e posterior (3) do condilo.



DY image-fra Plus - picro e 14f(1/1)

Fie Edt Acquire Sequerce Enhance Process Measure Macro Window Hebp

59

=10l

= =

P ] 3
Fila Edt View Measure Image

Irdensity Range Selection

et st [own ]
1 Marual SM Colers ... —J
" Automatic: Bright Objects

™ Automatic Dark Dbjects

¥ Measse Objects Total Courit: 30
[¥ ApplyFiterFlanges  InFlange: ]
™ Accumuishe Count ¥ Display Objects

IO

-cgngmmlﬁoeawlqe U HE=HMBETnl BN IaLE20 BE 8

0432 @& | MWH 7977 |Image: <rane: [Pixeks) System: <none> i
Bwsa| |3 @ > |E (7. |3 1mage-pro plus - picr.. | @ |vestton » [« G5 ¢ 1950

A quantidade de colageno tipo I foi analisada também na totalidade das estruturas

articulares (condilo, disco e a estrutura temporal articular.
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ANEXO A — COMITE DE ETICA

HCPA - HOSPITAL DE CLiNICA§ DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (CEP/HCPA), que é reconhecido
pela Comissao Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS e pelo Office For Human Research
Protections (OHRP)/USDHHS, como Institutional Review Board (IRB00000921) analisou o projeto:

Projeto: 130380
Data da Versido do Projeto:  04/09/2013

Pesquisadores:

EDELA PURICELLI

DEISE PONZONI

JESSICA CERIOLI MUNARETTO

Titulo:  ANALISE HISTOLOGICA E TOMOGRAFICA DO EFEITO DO ACIDO
ZOLEDRONICO NA ARTICULAGAO TEMPOROMANDIBULAR -ESTUDO
EXPERIMENTAL EM RATOS

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos e metodolégicoso, de acordo com as
diretrizes e normas nacionais e internacionais de pesquisa, especialmente as Resolugdes 196/96 e
complementares do Conselho Nacional de Satde.

- Os membros do Comité de Etica em Pesquisa néo participaram do processo de avaliagdo dos projetos
nos quais constam como pesquisadores.

- Toda e qualquer alteragéo do projeto devera ser comunicada ao CEP/HCPA.

- O pesquisador devera apresentar relatdrios semestrais de acompanhamento e relatério final ao
CEP/HCPA.

0 de outubro de 2013.
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