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RESUMO

EFEITO DO METOTREXATO E DO BISFOSFONATO ALENDRONATO EM
MODELO DO CARCINOSSARCOMA 256 DE WALKER NA MANDIBULA DE
RATOS. Doutoranda: Ana Paula Negreiros Nunes Alves. Orientador: Manoel
Odorico de Moraes. Tese de doutorado. Programa de Poés-Graduacio em
Farmacologia. Departamento de Fisiologia e Farmacologia, UFC, 2005.

As reabsor¢des patologicas do osso alveolar vistas numa variedade de neoplasias malignas
sdo severas e graves, levando precocemente a microfraturas. A invasao tumoral 6ssea pode
acontecer em conseqiiéncia da progressao subcortical do tumor através dos alvéolos
dentarios. O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito do Metotrexato (MTX) e do
Bisfosfonato Alendronato (ALD) em modelo do Carcinossarcoma 256 de Walker na
mandibula de ratos. Uma suspensdo de células tumorais do Carcinossarcoma de Walker
256, na concentracio de 10° células/mL, foi implantada nos alvéolos de ratos, previamente
abertos por exodontia. Os animais foram divididos em grupos e tratados com salina, MTX,
ALD e associagdo do MTX com ALD. Foram observados durante todo o tratamento a
sobrevivéncia e o peso corporeo dos animais. Apos o sacrificio, os tumores foram medidos
e as mandibulas removidas para exames radiografico e histoldgico. No exame radiografico
do grupo controle foi verificado area litica, sem evidéncia de reparo, na regido dos alvéolos,
e na microscopia, infiltragdo dssea periférica e central, de pequenas células tumorais com
diversas areas de necrose. Nos grupos tratados com ALD, associado ou ndo ao MTX, a
andlise radiografica mostrou redug¢do da ostedlise tumor-induzida com graus variados de
radiotransparéncia na estrutura 6ssea; enquanto que, na analise histopatologica, trechos de
tecido Osseo preservado, com formacao de ostedide em meio a células tumorais foram
observados. O MTX apresentou significativa atividade anti-tumoral e os animais tratados
com este quimioterdpico apresentaram aumento de sobrevida. A associacdo do tratamento
com MTX e ALD mostrou-se eficaz no controle do crescimento e proliferagdo das células
neoplasicas, como também na inducao de neoformacgdo dssea. Portanto, constitui-se uma
alternativa de tratamento das neoplasias malignas dos maxilares com invasdo e

comprometimento 0sseo.

Palavras-chaves: Neoplasias bucais - modelo experimental. Carcinossarcoma.

Alendronato.
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Abstract

METROTREXATE AND BISPHOSPHONATE ALENDRONATE EFFECTS ON A
EXPERIMENTAL MODEL OF WALKER 256 CARCINOSARCOMA
DEVELOPED IN RAT’S MANDIBLE. Post-graduate Student: Ana Paula Negreiros
Nunes Alves. Supervisor: Manoel Odorico de Moraes. Post-Graduate Program in

Pharmacology. Departament of Physiology and Pharmacology. Doctor’s Degrees
UFC, 2005.

The pathologic resorption of alveolar bone seen in a wide variety of malignant neoplasms is
often severe and fatal, leading to early microfractures. Bone invasion occurs as a
consequence of subcortical progression of tumor through dental alveoli. We investigated
the effect of the Metotrexate (MTX) and the Bisphosphosnate Alendronate (ALD) on
experimental model of Walker 256 carcinossarcoma developed in the oral cavity of rats.
Walker 256 carcinossarcoma cell suspension containing 10° cell/mL was implanted in the
alveoli of first and second molars. The animals were divided and treated with saline, MTX,
ALD, and MTX plus ALD. The animals were observed during all the treatment to
determine the body weigth and life survival. Later, the animals were sacrificed, the tumors
were measured and their mandibles removed to radiographic and histologic analysis. In the
control group, the radiographic image demonstrated radioluscencie with poorly defined
borders, and the microscopic examination revealed tumor infiltration into the peripheral and
central regions of bone. Areas of necrosis were commonly seen. In the treaties groups with
ALD, associated or not with MTX, the radiographic analysis revealed tumor-induced
osteolyse circumscribed and variety degrees of radiotransparence; histologically, bony
trabeculae were preserved and producing osteoid among malignant cells. The metotrexate
induced significant antitumoral activity and the treaties animals showed a survival increase.
Thus, the combination of metotrexate with alendronate is more successful, than single
agents, in the control of the growth of neplastics cells, and its stimulation of reactive new
bone. Therefore, it constitutes a new treatment to malignant lesions of maxillares with

osteolysis.

Key words: Oral cancer experimental model. Carcinosarcoma. Alendronate.
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1. Introducio

1.1. Consideracdes gerais

Estima-se que, mundialmente, 10% do cancer que acomete a regido de cabeca e
pescoco sao malignos e que, aproximadamente, 40% destes tumores ocorrem na cavidade
oral. Em alguns paises da Asia, este se apresenta como o cincer mais comum, associado
sobretudo a habitos locais como o de mascar bétele (planta originaria da india) ou tabaco

(INCA, 2002).

No Brasil, as mais altas taxas de incidéncia de cancer de boca entre homens
encontram-se na cidade de Porto Alegre (15,8 casos por 100.000 habitantes), seguida por
Belém (12,4 por 100.000), Goiania (11,8 por 100.000), Campinas (9,9 por 100.000) e
Fortaleza (7,4 por 100.000) (PARISE, 2000; KOWALSKI et al., 1999; INCA, 2002). Para
o sexo feminino, essas taxas sdo: 4,1 por 100.000 para Fortaleza, 4,0 por 100.000 para
Belém, 3,5 por 100.000 para Goiania, 2,2 por 100.000 para Campinas e 1,3 por 100.000
para Porto Alegre (INCA, 2002).

As principais causas das neoplasias sdo atribuiveis a influéncias ambientais,
particularmente, aquelas relacionadas ao estilo de vida. O cancer de boca ndo ¢ excecao,
podendo ser induzido por uma combinagdo de fatores: habitos pessoais, atividade
profissional e regido onde o individuo habita. A incidéncia do cancer de boca tem
acompanhado os padrdes de consumo de tabaco e de alcool ha varias décadas (SAPP et al.,
1997, KOWALSKI et al., 1999; REGEZI & SCIUBBA, 1999). O fumo ¢ um dos mais
potentes agentes cancerigenos que o ser humano introduz voluntariamente no organismo.
No tabaco e da fumaga que dele se desprende, podem ser identificadas cerca de 4.700
substancias toxicas. Dentre estas, sessenta apresentam acgdo carcinogénica conhecida,

destacando-se os hidrocarbonetos policiclicos e as nitrosaminas especificas do tabaco,



como a N-nitrosonornicotina, encontrados no alcatrdo. Além da agdo das substincias
cancerigenas, a exposicdo continua ao calor desprendido pela combustdo do fumo
potencializa as agressoes sobre a mucosa da cavidade oral (a temperatura na ponta do
cigarro aceso varia de 835 a 884 graus centigrados) (INCA, 2002). O consumo de bebidas
alcoolicas associado ao tabagismo aumenta o risco de desenvolvimento de cancer de boca
de forma sinérgica, e nao aditiva, em até 35 (trinta e cinco) vezes (VANDERLEI et al.,
1998; INCA, 2002) O alcool ¢ considerado fator causal sobretudo no cancer em assoalho
bucal e lingua, aumentando a permeabilidade das células da mucosa aos agentes
carcinogénicos contidos no tabaco, devido ao seu efeito solubilizante, além de produzir
metabolitos, como nitrosamina, hidrocarboneto e aldeidos, entre outros. A tudo isso se
somam as deficiéncias nutricionais e a ma higiene, proprias dos alcéolatras (SOUZA et al.,

1996; INCA, 2002).

Além desses fatores, exposi¢do a dietas pobres em frutas e vegetais, a agentes
biologicos (papilomavirus humano-HPV; fungo Candida albicans), irritacio mecanica
cronica (uso de proteses mal adaptadas, agdo de bordas cortantes dos dentes sobre a mucosa
bucal), a radiacdes e ma higiene oral podem ocasionar alteragdes epiteliais que tornam a
mucosa oral mais vulneravel aos agentes carcinogenos (LEE et al., 1995; SAPP et al., 1997,
KOWALSKI et al., 1999; REGEZI & SCIUBBA, 1999; DURAZZO, 2001; INCA, 2002;
FARDIN et al., 2004).

1.2 — Caracteristicas do cancer de boca

A cavidade oral esta entre os dez sitios mais freqiientemente acometidos por cancer
no Brasil (VANDERLEI et al., 1998; DURAZZO, 2001). Os ultimos dados nacionais
consolidados colocam o céncer de boca como o 4°. mais freqiiente no sexo masculino € o

7°. mais freqiiente no sexo feminino ( INCA, 2002 ).



Sob o ponto de vista histoldgico, o carcinoma espinocelular (CEC) representa cerca
de 90% a 95% dos tumores malignos da cavidade oral, sendo originado nas células do
epitélio de revestimento da mucosa bucal do trato digestivo superior e do trato respiratorio
(SOUZA et al, 1996; VANDERLEI, 1998; INCA, 2002; BAUMAN et al., 2003).
Apresentando uma menor incidéncia, neoplasias malignas de glandulas salivares como os
carcinomas adendides cisticos, os carcinomas muco-epidermoéides € o0s adenocarcinomas
de células acinares podem ser encontrados em qualquer localizagdo da boca, porém,
ocorrem mais freqiientemente no palato mole e na parte interna do labio, onde se situam em
grande nimero as glandulas salivares menores. Os sarcomas e 0os melanomas sdo tumores
raros na boca, porém, sdo considerados de grande importancia, por apresentarem evolugao

rapida e alta malignidade (PARISE, 2000; INCA, 2002).

Os neoplasmas malignos dos ossos maxilares e mandibulares, primarios ou
metastaticos, sdo raros em relagdo aos tumores de tecidos moles. Porém, as reabsor¢des
patologicas do osso alveolar vistas numa variedade de neoplasias malignas sdo severas e
graves, levando, precocemente, a microfraturas, além de dores intensas e hipercalcemia
(KREMPIEN & MANEGOLD, 1993; REGEZI & SCIUBBA, 1999; KURTH & MULLER,
2001). Os osteoclastos desempenham papel importante na patogénese desta complicacao
(KREMPIEN & MANEGOLD, 1993; KURTH et al., 2000; KURTH & MULLER, 2001;
KURTH et al., 2002). A ativagdo e¢ a manutencdo do processo de reabsorcdo estdo
intimamente relacionadas com uma resposta imune e humoral, além da inflamatoria
propriamente dita, com a producdo de citocinas (IL-1, IL-6) e prostaglandinas (PGE;)
(PIERCE, 1988). Os vasos sanguineos, quando invadidos pelas células tumorais, induzem
isquemia grave local, podendo, assim, levar ao quadro de necrose coagulativa, contribuindo

para a ostedlise tumor-induzida (COTRAN et al., 2000).

Além da reabsorcdo Ossea, células tumorais de origem epitelial ou mesenquimal
podem invadir a polpa dental e o ligamento periodontal dos dentes adjacentes a area da
neoplasia. As células responsaveis pela reabsorcdo do cemento e da dentina sdo
morfologicamente semelhantes aos osteoclastos, sendo idénticas, porém o0s mecanismos

pelos quais elas reabsorvem seus respectivos substratos sao incomuns (PIERCE, 1988). Nas



neoplasias malignas dos ossos maxilares, podem acontecer pequenos graus de reabsorcdo

dentéria, porém se observa, com maior freqiiéncia, deslocamento das unidades dentérias.

1.3 — Tratamento do Cancer de Boca

Ainda hoje, mais de 80% dos pacientes que procuram tratamento em servicos
especializados ja se encontram em estadios avangados da doenca, fase em que as
possibilidades de cura estdo drasticamente reduzidas. Este fato ndo era de se esperar, visto
que os tumores da cavidade oral sdo de facil visualizacdo. Setenta e cinco por cento deles
podem ser vistos através de exame clinico da cavidade oral, procedimento facilmente
realizado por cirurgides-dentistas, médicos e outros profissionais da area da saude. Por ser
de facil visualizagdo, a populagao deve ser instruida para realizagdo do auto-exame, sendo

necessario para isso apenas espelho e fonte de luz adequada (VANDERLEI et al., 1998).

O tratamento do cancer de boca ¢ particularmente mutilante, muitas vezes
inabilitando o paciente para a reintegracdo familiar, social e profissional, temporaria ou
definitivamente (PARISE, 2000). Todo paciente com cancer da cavidade oral requer uma
avaliagdo multidisciplinar e avaliacdo prospectiva. O tratamento multidisciplinar deve
oferecer ao paciente melhor oportunidade de cura, preservagdao do 6rgdo bucal e melhor
qualidade de vida. No esfor¢o por procurar novas alternativas terapéuticas de diferentes
fontes, varias técnicas tém sido estabelecidas. Os métodos terapéuticos aplicaveis ao cancer
de boca sdo a cirurgia, a radioterapia e, em casos selecionados, a quimioterapia, podendo
ser utilizados, isoladamente ou associados. Primordialmente, a quimioterapia pode ser
empregada em casos avangados, visando a redug¢do do tumor, a fim de possibilitar o

tratamento posterior pela radioterapia ou cirurgia (INCA, 2002).



1.4 — Modelos experimentais

A qualidade dos estudos na fase pré-clinica, passo essencial para a correta aplicagdo
dos ensaios clinicos em seres humanos, depende muito da adequagao dos modelos animais.
Na area da oncologia, diversos modelos experimentais tém sido propostos, buscando

atender melhor a esse objetivo (HOSSNE, 2002).

Modelos experimentais de cancer de boca sdo descritos na literatura utilizando a
inducdo quimica pelo 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) (LEE et al., 1995; SACKS et al.,
1996, NAUTA et al., 1997), o transplante de células do carcinoma escamoso e do
carcinoma adenoide cistico em camundongos imunodeprimidos (UMEDA et al., 2001) e o
transplante das linhagens celulares Tul59, Tul67 e MDA 1986 de carcinomas
espinocelulares (MEYERS et al., 2002). J4 os modelos de metastases Osseas na regiao
maxilofacial sdo realizados através da injecdo intracardiaca de células do cancer de mama

de humanos, MDA-MB-231 (SASAKI et al., 1998; SASAKI et al., 1999).

Neste trabalho foi desenvolvido um modelo de tumor na cavidade oral de ratos com
células do carcinossarcoma de Walker 256, o que permitiu um estudo dos efeitos diretos
dos tumores liticos nos ossos do complexo maxilomandibular e nas estruturas dentarias
(Figura 1) (ALVES et al., 2004). O tumor carcinossarcoma 256 de Walker foi identificado
por George Walker em 1928, um pesquisador da Universidade de Johns Hopkins, o qual
descreveu um aumento de volume espontaneo na glandula mamaria de uma rata albina
prenha, que regredia durante o periodo de lactagdo e, logo apds, voltava a recrudescer
(MATTOS et al., 1980; MORAES FILHO, 1981). O tumor foi inicialmente descrito como
um adenocarcinoma, constituido por células poligonais ou redondas com ntcleos
volumosos arredondados ou ovalados, suportadas por estroma conjuntivo disposto

frouxamente, por vezes com invasao de epitélio glandular (EARLE, 1935).

A transplantabilidade deste tumor foi confirmada pelo proprio Walker com indice
de pega de aproximadamente de 56% em 16 ratos albinos. J& na segunda geracao,

observou-se desorganizagdo da estrutura glandular, as células epiteliais achavam-se



rodeadas por fibras e células do estroma, ora pequenas e alongadas com ntcleos
densamente corados, ora grandes e alongadas, apresentando nucleos com fraca coloracao

(EARLE, 1935).

ApoOs sucessivos transplantes, a neoplasia apresentou diversas variagdes
morfoldgicas (MORAES FILHO, 1981) cujo padrao de carcinoma e de sarcoma foram
identificados como entidades distintas, mas, por vezes, apareciam simultaneamente,
sugerindo um tumor misto. Deve-se considerar a possibilidade do tumor originar-se a partir
de uma linhagem de células multipotentes com capacidade de diferenciagdo em distintos

tipos celulares (SIMPKINS, 1991).

Trés tipos celulares sdo descritos: o primeiro que corresponde ao carcinoma de
Walker, predominam células pequenas de forma poligonal ou redonda, ntcleo volumoso e
ovoide, com membrana nuclear de contorno nitido e nucléolo evidente. O segundo,
representado por células fusiformes, semelhantes aos fibroblastos malignos, corresponde a
variante sarcoma. O terceiro tipo € constituido por células indiferenciadas, pequenas, de
formas arredondadas, poligonais ou alongadas, com citoplasma escasso, hipercromaticas ¢
nucleo com cromatina grumosa, relacionado a variante carcinossarcoma (STEWART,

1959; FISHER & FISHER, 1961).

Desde entdo, o tumor conhecido como Carcinossarcoma 256 de Walker tem sido

usado freqiientemente na pesquisa experimental do cancer.

O estudo da microscopia eletronica revelou que o carcinossarcoma 256 ¢
representado por células tumorais cubdides ou poligonais arranjadas em solidos lengois, o
estroma ¢ escasso com raras fibras colagenas. As células contém grande numero de
ribossomos, vacuolos digestivos e gotas de lipidios. O ntcleo ¢ volumoso, redondo ou oval,
e a membrana nuclear exibe invaginacdes. O nucléolo ¢ proeminente, a cromatina ¢

granular e disposta perifericamente (MATTOS, 1980; ELVIN, 1985).



A caracterizagdo inicial do Walker 256, utilizando-se anticorpos monoclonais,
revelou pouca positividade para os marcadores epiteliais: citoqueratina, antigeno
carcinoembrionario e lactoalbumina. O marcador especifico para epitélio glandular (CU 18)
foi totalmente negativo. Marcadores para musculo, mioglobina e miosina, e para tecido
neurogénico, enolase neuronal especifica e cromagranina, também foram negativos. A
positividade foi encontrada nas reagdes em que se utilizou um marcador hematologico,
antigeno leucocitario comum, ¢ com a vimentina, filamento intermediario presente nas
células de origem mesenquimal, e portanto, dos sarcomas (SIMPKINS, 1991) Alguns
carcinomas, os renais, endometriais, pulmonares ¢ mamarios, também podem apresentar
positividade para vimentina (ALVES et al, 1999). A linhagem de células do
Carcinossarcoma 256 de Walker mantida no Laboratério de Oncologia Experimental —
UFC ndo apresentou imunomarcagdo para CDys (antigeno leucocitario comum) nem para
citoqueratinas de baixo e alto peso molecular; enquanto que a marcag¢do para vimentina foi

intensa (Figura 2) (ALVES et al., 2002).

Este perfil imunohistoquimico sugere que a linhagem de células do Walker 256 ¢
derivada de células primitivas de origem hematopoiética, ndo apresentando nenhuma

relagcdo com as células epiteliais (SIMPKINS, 1991).

O tumor de Walker pode ser mantido através da inoculag¢do de fragmentos de tecido
(EARLE, 1935), suspensdo de células tumorais (EARLE, 1935), (SCHERK, 1935)
(AGOSTINO et al., 1968), células tumorais mantidas em cultura “in vitro” (EARLE, 1935;
LEIGHTON et al, 1967) ou suspensdo de cé¢lulas da forma ascitica do tumor
(AGOSTINHO et al., 1968). As vias de inoculagdo sdo as mais diversas: subcutinea,
intramuscular, intraperitoneal, intrapleural, sanguinea (MORAES FILHO, 1981), cardiaca,
esplénica e intravascular (arterial e venosa) (SOARES & TERRA, 1993). O musculo da
coxa possui excelente vascularizacdo, constituindo excelente local para o transplante do
tumor, o qual apresenta crescimento uniforme e simétrico (MORAES FILHO, 1981). O
tumor se desenvolve melhor em ratos machos do que em fémeas, provavelmente, este fato

esteja relacionado a influéncias hormonais (SILVA et al., 2002).



O tumor ¢ reconhecidamente agressivo, espalhando-se por vias linfatica e
hematogénica, podendo envolver rins, baco, pulmdes, figado, supra-renais, medula dssea,
ganglios linfaticos, sangue circulante, e, ocasionalmente coragdao e lingua (MORAES
FILHO, 1981; SOARES & TERRA, 1993). Foi relatado, ainda, que as células do
Carcinossarcoma de Walker 256 podem sofrem metéstase para o 0sso, em conseqiiéncia da

producdo de fatores quimiotaticos por elementos do proprio osso reabsorvido (ELVIN et

al., 1985).

A escolha do tumor de Walker baseou-se no fato de que se trata de um modelo de
neoplasia bem caracterizado, facilmente mantido em laboratdrio, de crescimento rapido e
uniforme, raramente apresentando regressdo, ¢ de eficacia comprovada em testes
farmacologicos (MORAES FILHO, 1981). O aparecimento de lesdes multiplas em tecidos
solidos e alta agressividade sdo caracteristicas que podem dificultar a padronizagdo de
técnica adaptada a projetos experimentais quando se necessita de modelos menos

agressivos (MORAES, 2000; HOSSNE, 2002).

Figura 1: Desenho esquematico da mandibula de ratos localizando a area da

inoculagdo do tumor na regido de molares inferiores.



Figura 2: Fotomicrografia da coloragdo por imunohistoquimica da linhagem do
Carcinossarcoma 256 de Walker do Laboratério de Oncologia Experimental-UFC. A) Coloragéo
pela hematoxilina-eosina, 400X. B) Imunomarca¢do positiva para vimentina, 400X.
C) Imunomarcagdo negativa para citoqueratina, 100X. D)Imunomarca¢do negativa para CDys,
100X.
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1.5 - Bases moleculares da carcinogénese bucal

O cancer ocorre quando mutacdes alteram o controle do crescimento em células
normais, estimulando diretamente o crescimento celular ou indiretamente, impedindo os
mecanismos normais que restringem a divisdo celular. Mutac¢des podem ser definidas como
alteracdes na seqiiéncia de bases nucleotidicas do DNA que, quando sdo replicadas e
transmitidas a descendéncia das células, tornam-se permanentes (BRENTANI et al., 1998;
COTRAN et al., 2000). Estas mutacdes podem ser herdadas ou adquiridas somaticamente
durante a vida do organismo, como resultado de processos endogenos ou da exposicao a
uma variedade de fatores ambientais, como certos compostos quimicos ou radiagdes
ionizantes, ou aos virus oncogénicos (BRENTANI et al., 1998). Provavelmente, a fonte
mais importante de mutagdes no DNA ¢é o dano oxidativo. Compostos como peroxido de
hidrogénio, radicais hidroxil e radicais superdéxido surgem como subprodutos do
metabolismo aerébico normal da célula. As células possuem um sistema de defesa
elaborado para eliminar essas espécies reativas, incluindo enzimas como a catalase e
superoxido dismutase. A fragdo desses oxidantes que escapa das defesas celulares causa
uma séric de reagdes de dano ao DNA que incluem oxidagdo do agucar e bases
nitrogenadas e quebras nas fitas de DNA. Radiagdes ionizantes (raios X ¢ gama) podem
causar abertura dos anéis e fragmentagdo das bases, assim como quebras no esqueleto
covalente dos acidos nucléicos (BRENTANI et al., 1998; COTRAN et al., 2000). O DNA
também pode ser alterado por substancias quimicas: agentes desaminantes, particularmente
o acido nitroso ou composto que podem ser metabolizados a acido nitroso ou nitritos,
agentes alquilantes e compostos que mimetizam as bases nitrogenadas do DNA

(BRENTANI et al., 1998; TANNOCK et al., 1998; COTRAN et al., 2000).

Varios s3o os genes que, quando alterados, participam de processos
carcinogenéticos. Em condi¢cdes normais, porém, esses genes desempenham importantes
papéis em vias relacionadas a ativag@o ou a proliferacao celular. Quando o produto protéico
normal desse gene age no sentido de promover a proliferacdo ou ativagao celular, o gene
mutado ¢ chamado de oncogene. Quando, por outro lado, o gene codifica alguma proteina

que normalmente inibe a divisdo ou a ativa¢ao da célula, ele ¢ chamado de anti-oncogene,
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ou gene supressor de tumor (PARISE, 2000). Os oncogenes codificam proteinas
denominadas oncoproteinas, que se assemelham aos produtos normais dos proto-oncogenes
(isto ¢, genes celulares que promovem o crescimento e a diferenciacao de células normais);
exceto que: (1) as oncoproteinas sdo destituidas de elementos reguladores importantes e (2)
sua producdo nas células transformadas ndo depende de fatores de crescimento ou de sinais
externos (COTRAN et al., 2000). Os genes supressores de tumores codificam proteinas que
sdo capazes de suprimir o crescimento da célula e, quando inativados, levam ao
crescimento nao-controlado das células tumorais (BRENTANI et al., 1998; COTRAN et
al., 2000).

1.5.1. AlteracGes em oncogenes

Em alguns casos de cancer de boca, a regido gendmica localizada no brago longo do
cromossomo 11, que inclui os genes bcl-2, PRAD-1, int-2 e hst-1, tem sido encontrada
amplificada.

O gene bcl-2 foi inicialmente caracterizado por localizar-se no exato ponto de
quebra de algumas translocagdes cromossomicas presentes nos linfomas (PARISE, 2000;
LEWIN, 2000) A proteina por ele codificada ¢ de expressdo unicamente embrionaria e sua
detecgdo em linfocitos transformados sugere participagao na linfomatogénese. Em casos de
carcinomas espinocelulares foi detectado amplificagdo desse gene, porém ndo havia

aumento da expressao protéica (PARISE, 2000).

O gene PRAD-1 codifica a ciclina D que, em situagdes normais, exerce importante
papel na proliferacao celular. A passagem da fase G1 para a fase S no ciclo celular ¢é
regulada por quinases dependentes de ciclinas (CDK), que catalisam a fosforilacdo de
proteinas-alvo criticas, como a proteina Rb. As quinases ciclina-dependentes (CDK) sao
expressas de modo constitutivo durante o ciclo celular, porém de forma inativa. Sao
ativadas através da fosforilagdo apods sua ligagdo a outra familia de proteinas, chamadas
ciclinas. Quando uma célula recebe sinais que promovem o seu crescimento, a sintese,
inicialmente, de ciclina D e, posteriormente, de ciclina E ¢ estimulada. Portanto, a atividade

das CDK ¢ positivamente controlada pelas ciclinas D e E. A hiperexpressdo tecidual



13

protéica da ciclina D ¢ freqiietemente encontrada em situagdes de amplificagdo génica.
Alguns dados sugerem que o aumento intra-tumoral dessa proteina guarda relacdo inversa
com o prognoéstico dos carcinomas espinocelulares (BRENTANI et al., 1998; COTRAN et
al., 2000; PARISE, 2000).

Os genes int-2 e hst-1 codificam homologos dos fatores de crescimento dos
fibroblastos e, quando amplificados, parecem propiciar um aumento da estimulacao
autdcrina e paracrina das células (COTRAN et al.,, 2000; PARISE, 2000). Outros
oncogenes, ndo relacionados a regido cromossdmica 11q, também tém sido encontrados
alterados em casos de cancer de boca, entre eles estdo o gene erbB-2, o gene myc e a

familia dos genes ras.

1.5.2.AlteracOes em genes supressores

O crescimento harmonico de um tecido € resultado tanto da agdo de proteinas que
ativam a divisdo celular como da agdo de proteinas que a reprimem. Perturbagdes em
oncogenes acarretam um aumento na fun¢ao de proteinas indutoras da ativagdo, enquanto
alteracdes em genes supressores mudam o comportamento celular, por produzirem uma
diminui¢do nas proteinas inibidoras. A total inativacdo de um gene supressor de tumor
processa-se por meio de alteragdes distintas nos dois alelos. Enquanto um alelo apresenta
uma mutacdo que o inativa (ou diminui bastante a sua atividade), o outro alelo se perde por
delegdo simples de material genético (BRENTANI et al., 1998; LEWIN, 2000; PARISE,
2000).

Nos carcinomas espinocelulares de cabega e pescogo, as regides gendmicas onde se
encontram maior freqii€ncia de alteracdes estdo situadas nos bragos curtos dos

cromossomos 3,9 e 17 e no brago longo do cromossomo 18 (PARISE, 2000).

No brago curto do cromossomo 3, trés regides distintas (3p13-14, 3p21.3 e 3p25)
tém sido descritas como locais passiveis de alteragdes. O gene supressor FHIT, localizado

na regido 3pl4.2 e originalmente identificado por seu envolvimento em translocacdes
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cromossOmicas em carcinomas de células renais, mostrou-se alterado em lesdes pré-

malignas displésicas da cavidade oral (COTRAN et al., 2000; PARISE, 2000).

Alteragdes na regido cromossomica 9p tem sido tém sido detectadas em diferentes
tipos de neoplasias malignas. Nos carcinomas espinocelulares de cabega e pescogo, a perda
da regido 9p21-22 constitui evento inicial no processo de carcinogénese. Nessa regido
situa-se o gene supressor pl6, o qual codifica uma proteina inibidora da quinase dependente
de ciclina 4/6 (CDK4/6). Dessa forma, pl16 funciona como um regulador negativo do ciclo
celular, pois bloqueia a sua progressdao na fase Gl. Acredita-se que a perda desse
mecanismo de controle negativo da divisdo celular propicie na célula um dos primeiros

passos necessarios para a cancerizacado (BRENTANI et al., 1998; PARISE, 2000).

O gene supressor de tumor mais freqiientemente alterado em neoplasias humanas ¢
o p53. Localiza-se no brago curto do cromossomo 17p13.1 e a proteina codificada por este
gene ¢ uma fosfoproteina nuclear com 375 aminoacidos que age limitando o crescimento
celular. A fungdo primordial da p53 ¢ a manutengao da integridade gendmica; ela suprime a
transformacdo oncogénica através da parada na fase G1 do ciclo celular, sendo capaz de
transativar genes através da ligagdo a seqiiéncias especificas, entre eles p21, que ¢ um
inibidor de quinases dependentes de ciclinas. A proteina p53 provavelmente age como um
“policial molecular”, monitorando a integridade do genoma. Se o DNA ¢ lesado, p53 se
acumula e desliga a replicagdo para que haja tempo para que o reparo seja feito. Se o reparo
falha, p53 dispara a apoptose, uma das formas de morte celular programada. Células nas
quais p53 esta inativa ndo podem fazer essa parada, sendo geneticamente menos estaveis.
Essas células acumulam mutagdes e rearranjos cromossomicos, levando a uma rapida
selecao de clones malignos. A proteina p53 ¢ induzida em resposta ao dano ao DNA para
evitar a proliferagdo continuada de células geneticamente alteradas, ndo sé por radiagdo ou
mutagénicos quimicos, mas também por fontes enddogenas de dano ao DNA, como agentes
oxidantes e condi¢des de hipdxia ou deplecao de ribonucleotideos (TANNOCK et al., 1998;
BRENTANTI et al., 1998; PARISE, 2000; COTRAN et al., 2000; LEWIN, 2000).



15

1.6. Bisfosfonatos

Dentre os agentes osteoprotetores estdo os bisfosfonatos, os quais tém sido
exaustivamente estudados, e demonstrada a sua eficacia na inibigdo da reabsor¢do Ossea
mediada ndo apenas pelas neoplasias malignas mas na osteoporose pos-menopausal, na
hipercalcemia e doenga 0ssea de Paget, tanto em estudos experimentais como em clinicos
(KREMPIEN et al., 1993; SASAKI et al., 1995; KURTH et al., 2000; STEPENSKY et al.,
2001).

A prevencao e o tratamento das metastases dos tumores sélidos em pacientes com
cancer constituem grande problema para os oncologistas, radioterapeutas e cirurgides-
ortopedistas (KURTH et al., 2000). As metastases 0sseas sdo essencialmente osteoliticas,
havendo aumento da reabsor¢do d0ssea e presenca de fraturas patologicas (KURTH et al.,
2002). Quando as células tumorais invadem os espagos 0sseos, o equilibrio entre formagao
e destrui¢do dssea ¢ alterado e o furnover 6sseo torna-se anormal. Sob essas circunstancias,
trés mecanismos contribuem para a anormalidade da remodelagdo 6ssea. O primeiro ocorre
quando uma onda de reabsor¢do Ossea ¢ iniciada, usualmente em pontos focais, mas
algumas vezes de forma difusa, aumentando o turnover 0sseo; a perda do osso ocorre
porque a fase de reabsor¢ao precede a fase de formagdo. O segundo mecanismo ocorre
quando a conexao normal entre reabsor¢do e formacao Ossea € perturbada e novo osso €
formado em sitios onde nao aconteceu a reabsor¢do. E o terceiro ocorre quando a
quantidade de novo osso formado ndo ¢ a mesma quantidade do osso reabsorvido

(PATERSON, 1999).

Os osteoclastos desempenham papel crucial no desenvolvimento da destruigdo 0ssea
induzida pelo cancer, por esta razdo tem se verificado, ha alguns anos, crescente interesse
pelas substancias capazes de inibir a atividade osteoclastica, dentre eles os bisfosfonatos

(KREMPIEN et al., 1993).

Os bisfosfonatos sdo analogos nao hidrolizaveis do pirofosfato inorganico,

polifosfato naturalmente encontrado no soro e na urina, que pode inibir a calcificacdo da
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matriz 6ssea através da ligagdo com novos cristais de hidroxiapatita. A ligacdo P-O-P do
pirofosfato foi substituida por uma cadeia estavel P-C-P nos bisfosfonatos (Tabela 1)

(KATZUNG, 1998; ROGERS et al., 1999; DALE et al., 2001).

Tabela 1: Estrutura quimica do acido pirofosforico inorganico e acido bifosfonico.

Composto Estrutura

Acido pirofosforico inorganico |

OH R! OH

Acido bisfosfonico O=P_-C_P=0

I I I
OH R’ OH

A afinidade dos bisfosfonatos pelo osso e a capacidade de prevenir o crescimento e
dissolugio dos cristais sio aumentadas pela adi¢io de um radical R' no carbono da cadeia
P-C-P. A presenga do grupo hidroxila (OH) contribui para o aumento da afinidade por osso
e a capacidade quelante sobre os fons calcio. A adi¢do de grupos nitrogenados no radical R
parece aumentar a atividade anti-reabsortiva (KATZUNG, 1998; ROGERS et al., 1999;
KURTH et al.,, 2002). Os aminobisfosfonatos (residronato, alendronato, ibandronato)

representam a terceira geracao deste grupo de farmacos, os quais sdo cerca de 100 — 1.000
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vezes mais potentes do que os bisfosfonatos de segunda geragdo (clodronato) (SASAKI et

al., 1999; KURTH et al., 2000).

Os bisfosfonatos podem inibir a reabsorcdo dssea atuando na formagdo e na
maturagdo dos osteoclastos. Os clastos multinucleados sdo formados a partir da fusdo de
precursores mononucleares de origem hematopoiética e estudos in vitro demonstraram que
os bisfosfonatos sdo capazes de inibir a formag¢ao de células osteoclastos-simile em cultura
de medula oOssea, de forma dose-dependente. Em cultura de orgdos, estes agentes
terapéuticos afetam a geragdo de osteoclastos maduros possivelmente por interferir no
reconhecimento de alguns fatores de matriz, os quais sdo necessarios para a transformagao,
maturagdo ou fusdo de precursores de osteoclastos (ROGERS et al.,, 1999). Os
bisfosfonatos podem ainda inibir a reabsor¢ao 0ssea via osteoblasto, através da estimulagao
da secrecao de fatores inibidores de osteoclastos; e via apoptose de osteoclastos (ROGERS

etal., 1999; DALE et al., 2001).

O alendronato, potente bisfosfonato de terceira geragdo, acumula-se em areas de
reabsorcdo, sobre os clastos, os quais aderem normalmente a superficie dssea, porém nao
apresentam a borda enrugada indicativa de reabsorcao ativa. Nao hé evidéncia de que o
alendronato seja metabolizado por animais ou por seres humanos, portanto nao produzem

metabolitos citotoxicos (ROGERS et al., 1999; STEPENSKY et al., 2001; MSD, 2003).

A maioria dos pacientes ndo apresenta efeitos indesejaveis a terapia com
alendronato, porém algumas reagdes adversas podem ser identificadas como: a) reagdes de
hipersensibilidade, incluindo urticaria e, raramente, angioedema; b) nduseas, vOmitos,
esofagite, erosdes e ulceras esofdgicas, gastricas e duodenais; c) erupcdes cutineas,

ocasionalmente com fotossensibilidade e d) raramente, uveite (MSD, 2003).
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1.7. Metotrexato

O desenvolvimento de farmacos com agdes sobre o metabolismo intermediario das
c¢lulas em proliferagao foi importante tanto do ponto de vista clinico quanto conceitual.
Embora ndo se tenha ainda descoberto nenhuma propriedade bioquimica peculiar
compartilhada por todas as células cancerosas, as células neopldsicas possuem varias
diferencas metabolicas quantitativas em comparacdo com as células normais, tornando-as

mais susceptiveis a diversos anti-metabolitos ou analogos estruturais (KATZUNG, 1998).

As vias bioquimicas mais acessiveis aos anti-metabolitos foram relacionadas com a
sintese de nucleotideos e de acidos nucléicos (KATZUNG, 1998; DALE et al., 2001;
GOODMAN et al., 2001).

O metotrexato ¢ um antagonista do acido folico que se liga ao sitio catalitico ativo
da enzima diidrofolato redutase (KATZUNG, 1998). A inibi¢do desta enzima produz uma
deplecdo parcial de co-fatores tetrahidrofolato que sdo necessarios na sintese de purinas e
timidilatos (GOODMAN et al., 2001). Além disso, interrompe a sintese dos aminoacidos
serina ¢ metionina, interferindo, finalmente, na formacdo de DNA, RNA e proteinas

(Figura 3) (KATZUNG, 1998).

Os folatos consistem em trés elementos: uma pteridina heterobiciclica, acido p-
aminobenzoico (PABA) e acido glutamico. No sangue os folatos possuem um unico radical
de glutamato, mas os folatos intracelulares sdo, em sua maioria, convertidos em
poliglutamatos, os quais sao preferencialmente retidos no interior das células. Para atuarem
como co-enzimas, os folatos devem ser reduzidos a tetraidrofolato (FHy). Esta reagdo, que ¢
catalisada pela diidrofolato redutase ocorre em duas etapas: primeiro, a redugdo a
diidrofolato (FH;) e, a seguir, a FH4. O tetraidrofolato (FH4) atua como co-fator na
transferéncia de unidade de um carbono, processo que € essencial tanto para a metilagdo da
uracila no 2-desoxiuridilato (DUMP) para formar timidilato (DTMP) e, portanto, para
sintese de DNA, quanto para a sintese de novo das purinas (KATZUNG, 1998; DALE et al.
2001).
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Inibidores de folato, como o metotrexato, com alta afinidade para a enzima
diidrofolato redutase, impedem a formacao de FHy4, produzindo uma deficiéncia intracelular
aguda de certas coenzimas folato ¢ um actimulo do substrato inibitorio toxico, o
poliglutamato FH, levando a morte das células durante a fase S do ciclo celular e sdo mais
eficazes quando as células estdo na fase de crescimento logaritimico (GOODMAN et al.,

2001).

Em geral, os efeitos toxicos sobre os tecidos em proliferagdo sdo observados na
medula Ossea e, em menor grau, na pele e na mucosa gastrointestinal. Mucosite,
mielossupressao, trombocitopenia e pneumonites podem ser encontrados quando a terapia
ultrapassa os dez dias de durag@o. A administragdo cronica do metotrexato, usualmente em
pacientes com psoriase ou artrite reumatoide, pode causar alteragdes hepaticas como fibrose
e cirrose. Além disso, quando sdo utilizados esquemas com altas doses, pode ocorrer
nefrotoxicidade, devido a precipitagdo da droga ou dos seus metabolitos nos tubulos renais
(KATZUNG, 1998; DALE et al., 2001; GOODMAN et al., 2001).

Dieta
Flora Intestinal

Folato
‘ prte ativo
Folato
Diidrofolato NN
e tase V METOTREXATO
4 MP FH2 ---I----> FH4
Diidrofolato
redutase
I'imidilato sintase
P N°N'’-Metileno-FH4

Figura 3 - Diagrama simplificado da acdo do metotrexato sobre a sintese de timidilato.
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2.0BJETIVO

2.1 Geral:
=  Avaliar o efeito do metotrexato ¢ do bisfosfonato alendronato em

modelo do Carcinossarcoma 256 de Walker na mandibula de ratos.

2.2 Especificos:

= Estabelecer o modelo do Carcinossarcoma 256 de Walker na
mandibula de ratos, o qual foi avaliado através das andlises
radiografica e histopatologica do tumor;

* Andlise da curva de peso corporeo dos animais inoculados com o
tumor na mandibula e tratados com metotrexato e bisfosfonato
alendronato;

= Avaliagdo do desenvolvimento tumoral, através das analises
radiografica e histopatologica, nos animais tratados com
quimioterapico metotrexato, bisfosfonato alendronato e associagdo
do metotrexato com alendronato;

* Determinagdo do percentual de inibicdo do crescimento tumoral nos
animais tratados com quimioterdpico metotrexato, bisfosfonato
alendronato e associagdo do metotrexato com alendronato;

= Avaliagdo da sobrevida dos animais tratados com quimioterapico
metotrexato, bisfosfonato alendronato e associagdo do metotrexato
com alendronato;

» Andlise histopatologica do estomago dos animais tratados com
quimioterapico metotrexato, bisfosfonato alendronato e associagdo

do metotrexato com alendronato.
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MATERIAIS E
METODOS
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1. In6culo
A suspensdo de células utilizada foi obtida a partir da forma sodlida de

Carcinossarcoma 256 de Walker, o qual ¢ mantido no biotério do Laboratério de Oncologia
Experimental do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Ceara, em ratos Wistar por meio de transplantes intramusculares

Sucessivos.

3.1.2. Animais

Ratos Wistar, adultos, do sexo feminino, com peso variando entre 130 a 210 gramas
e separados ao acaso, em subgrupos de 10 (dez) animais. Para o estabelecimento do modelo
experimental, utilizamos dois grupos, e para o protocolo de tratamento, cinco grupos.
Todos os animais foram mantidos em condi¢des ambientais semelhantes, recebendo adgua e

ragao ad libitum.

3.1.3. Drogas
v Metotrexato® (Faulding Farmacéutica do Brasil Ltda)

v’ Bisfosfonato alendronato (Fosamax® 70mg, Merck Sharp & Dome).

3.1.4. Solucgao anestésica

v’ Hidrato de cloral a 10% (Carlo Erba)

3.1.5. Solugdes fisiologicas
v Solugdo de cloreto de sddio 0,9%, Quimica Farmacéutica Gaspar Viana.

v' Agua destilada.

3.1.6. Reagentes e corantes
v' Acido nitrico, Sigma.

v Formol, Sigma.



v
v
v

Azul de trypan, Merck.
Hematoxilina, Merck.

Eosina, Merck.

3.1.7. Instrumental cirurgico

v

v
v
v
v

Espéatula de Hollemback 3S.
Pinca mosquito curva e reta.
Pinca clinica reta.

Pinga dente de rato.

Tesoura de ponta reta.

3.1.8. Equipamentos

v

D N N N N NN

Paquimetro de precisao.

Balanca digital de precisao, Gehaka®.
Micrétomo.

Agitador magnético, Vortex®.
Microscopio binocular, Nikon®.

Aparelho de RX odontolégico, Planmeca Prostyle Intra®.

Processador automatico(A/T 2000M), Airtechniques, inc®.

3.1.9. Materiais diversos

v

AN N NN N U N N N

Seringas de 3 ¢ 5 mL.

Seringas de insulina.

Becker de 10 mL.

Gazes.

Luvas cirurgicas.

Laminas.

Laminulas.

Parafina para preparagdes histologicas.
Peliculas radiograficas Kodak®.

Laminas de bisturis nimeros 15 e 24.

24
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3.2. Estabelecimento do modelo experimental

3.2.1. Animais e células tumorais

Foram utilizados 31 (trinta e um) ratos Wistar, f€émeas, 130-200 gramas, do Biotério
Central da Universidade Federal do Ceara (UFC) e todos os esfor¢os possiveis foram
utilizados para minimizar o sofrimento ¢ o numero dos mesmos. Os animais foram
mantidos no Biotério do Laboratério de Oncologia Experimental (LOE) do Departamento
de Fisiologia e Farmacologia da UFC, abrigados a 24° C em ciclo claro-escuro de 12 horas
e com acesso a agua e alimento ad [libitium. As células tumorais usadas foram do
Carcinossarcoma Walker 256, mantido em laboratorio por inocula¢des intramusculares
sucessivas na coxa direita de ratos Wistar. No 7° ou 8° dia de inoculagio das células do
tumor Walker, os animais foram sacrificados para retirada do tumor. Apos a exclusdo das
areas necroticas, o tumor foi picotado em pequenos pedagos de aproximadamente 0,5 mm
em uma placa de Petri contendo 5 mL de solug@o de ringer lactato com gentamicina ( 1:10).
Em seguida, a preparacdo foi filtrada em peneira de metal e obtida uma suspensdo de
células com 10° células/mL. Durante todo o experimento as células foram mantidas em
temperatura de aproximadamente de 4°C. A viabilidade das células tumorais foi examinada

pelo teste de exclusdo com azul de tripan.

3.2.2. Procedimento da implantacio tumoral

Todos os animais (n=31) foram anestesiados por via intraperitoneal com Hidrato de
cloral a 10% para serem submetidos a exodontia dos primeiros e segundos molares
inferiores direitos. Com as cavidades alveolares abertas, foi implantado em 20 (vinte)
animais 10° células/0,1mL de suspensdo de células do tumor de Walker. N3o se observaram
diferencas no indice de pega entre os grupos suturados ou ndo. Por esta razdo, optamos pelo
procedimento de nao suturar os alvéolos. O grupo de animais que ndo recebeu o tumor
(n=11) foi submetido apenas ao procedimento de exodontia. Em seguida, os animais foram
colocados na gaiola, permanecendo sob observagdo até o término do efeito da anestesia,

quando retornaram ao Biotério.
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Os animais foram avaliados diariamente por um periodo de 12 (doze) dias, sendo

pesados nos dias 2°, 4°, 6°, 8°, 10° e 12° apds inoculagdo do tumor na cavidade oral.

Ao final do 12° (décimo segundo) dia, os animais foram sacrificados e as
mandibulas removidas. As mesmas foram fixadas em formol a 10% por 24h. As
mandibulas foram radiografadas pelo Sistema de Radiografia Odontologica. Apds o
registro radiografico, foi procedida a macroscopia das pegas cirirgicas, e a parte mole do
tumor foi separada da mandibula. A mandibula foi descalcificada por 24h com acido nitrico
a 10%. Posteriormente, todo o material da parte mole e da mandibula foi encaminhado a

histopatologia para confec¢ao das laminas pela colora¢do de hematoxilina- eosina (HE).

3.2.3. Exame radiografico

As hemi-mandibulas dos dois grupos foram radiografadas em aparelho de Rx
odontoldgico para tomadas periapicais (Planmeca Prostyle Intra). A técnica radiografica
empregada foi a do paralelismo (cone longo) sem o uso do posicionador, pois ja havia o
paralelismo entre a pega anatomica e o filme. O angulo de incidéncia do feixe de raios X foi
de 90° (noventa graus) e a distancia foco-filme foi de 55 (cinqiienta e cinco) centimetros. O
tempo de exposicdo ficou estabelecido do seguinte modo: para os animais do grupo sem
tumor 0,15 segundo e para os animais do grupo com tumor 0,24 segundo. Foram utilizadas
peliculas radiograficas periapicais Kodak Dental Intraoral E-Speed Film e a revelacdo de
todas as tomadas foi feita em processador automatico (A/T 2000M Airtechniques, inc) com

tempo médio de 5 (cinco) minutos.

Apds a analise radiografica das peliculas propriamente ditas, as imagens obtidas
foram digitalizadas e reavalidas. A digitalizacdo foi feita por scanner munido com leitor de
transparéncia (HP DeskScan 6100) e tratadas com as ferramentas para figuras de brilho e de
contraste, proprias do programa Power Point 7.0, obtendo-se dessa forma mais recursos
para a interpretacdo final. Na maioria dos casos os recursos digitais tornaram mais

evidentes os achados radiograficos observados na primeira interpretagao.
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3.2.4. Analise histopatologica

As laminas histologicas foram confeccionadas utilizando-se a coloragdo de rotina
pela hematoxilina-eosina, e¢ a analise histopatologica foi realizada com auxilio de
microscopio Optico, sendo avaliados os seguintes critérios: infiltracdo tumoral, central e
periférica, necrose tecidual induzida pelo tumor, presenca de osteoclastos e envolvimento

da unidade dentaria adjacente.

3.2.5. Analise estatistica

A comparagao do peso corporeo entre o grupo 1 (sem tumor) e aquele que recebeu

tumor (grupo 2) foi feita pelo teste #-Student com nivel de significancia de 0,1% e 5%.

3.3. Tratamento

3.3.1. Protocolo de tratamento

Para os grupos de tratamento utilizamos ratos Wistar, fémeas, com peso variando
entre 140g e 250g, divididos em grupos de 10 (dez). Para a inoculagdo do tumor seguimos o

protocolo do estabelecimento do modelo previamente descrito.

O peso dos animais de cada grupo de tratamento foi monitorado de dois em dois
dias, considerando-se dia 0 (zero), o dia do procedimento cirirgico e da inocula¢ao do
tumor. O acompanhamento permaneceu até a morte espontanea do animal ou até o dia
estabelecido para o sacrificio, ou seja, no 35° dia, onde foi avaliada a sobrevida dos
animais. Estudos pilotos revelaram que a sobrevida dos animais tratados com o
quimioterdpico de escolha (metotrexato) ficava em torno dos 22,75 dias. Portanto, foi
padronizada a administracdo de quatro doses de cada esquema terapéutico testado, bem

como o sacrificio a ser realizado sete dias apds a tltima dose, correspondendo ao 35° dia.

No grupo 1 (controle negativo) foram feitas somente as exodontias € o animais

foram tratados com salina no 7°, 14°, 21° e 28° dias ap0s o procedimento cirtrgico. Cada
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animal recebeu em média 0,30 mL de solucdo fisioldgica. Os animais foram sacrificados no
35° dia e retirados as mandibulas e os estdbmagos. O estdmago foi aberto, seguindo a grande
curvatura, com o auxilio de uma tesoura de ponta reta e fina. Este procedimento

possibilitava a analise macroscopica da parede interna do estdmago.

No grupo 2 ( controle positivo ), os animais foram submetidos as exodontias ¢ em
seguida, foi inoculado nos alvéolos 10° células/0,ImL de suspensio de células tumorais. Os
animais foram tratados com salina nos dias 7° e 14° e receberam, em média, 0,30 mL de
salina. A partir do 12° dia comegaram as mortes dos animais, que cessaram no 18° dia. A
cada oObito as mandibulas e os estdmagos foram removidos. O tumor implantado na
mandibula foi medido com o auxilio de paquimetro com sensibilidade de 0,05 mm. Da
mesma maneira que no grupo controle negativo, o estdomago foi aberto e analisado

macroscopicamente.

No grupo 3 (tratado com MTX) foram feitas as exodontias, tendo sido inoculado o
tumor e os animais tratados com metotrexato, por via intra-peritoneal, nos dias 7°, 14°, 21°
e 28° apos a inoculagdo. A dose do metotrexato (25mg/Kg) foi determinada através da

superficie corporal, utilizando-se a seguinte formula (WERNICKE, 1949):

SC (m?)=0,01672V P (Kg) . h (cm)

Onde:

SC: superficie corporal
P: peso

H: altura

No 18° iniciaram-se as mortes dos animais € ao final do 35° dia foram sacrificados
aqueles ainda sobreviventes. Todos os animais tiveram as mandibulas removidas e os
tumores foram medidos com paquimetro. Os estdmagos foram analisados

macroscopicamente apds a sua abertura.
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O grupo 4 (tratado alendronato), apos as exodontias e a inoculagdo do tumor, foi
tratado com alendronato 3 mg/Kg do peso corporal (KREMPIEN et al, 1993; MSD, 2003),
por via oral, utilizando-se o procedimento da gavagem. Os animais receberam apenas uma
dose de alendronato no 7° dia ap6s inoculagdo do tumor, pois no 14° dia ndo havia mais
nenhum animal vivo. A primeira morte foi registrada no 11° dia. Foram removidos as
mandibulas e os estdomagos. As medidas dos tumores e a analise macroscopica dos

estomagos foram registradas.

O grupo 5 (tratado MTX e alendronato) foi submetido as exodontias e a inoculagao
do tumor. Os animais foram tratados com metotrexato, via intra-peritoneal e alendronato 3
mg/Kg, via oral. O metotrexato foi administrado nos dias 7°, 14°, 21° € 28°, e o alendronato
nos dias 5°, 12°, 19° ¢ 26°. O tratamento foi realizado em dias alternados, em virtude da
toxicidade dos quimioterapicos anti-neoplasicos ¢ de ndo se conhecer os reais efeitos da
associacdo destes com o bisfosfonato. A dose de alendronato foi de 3 mg/Kg e o volume
administrado variou entre 1,30 a 2,25 mL, dependendo do peso dos animais. A primeira
morte foi registrada no 16° dia, e ao final do 25°, todos os animais tinham chegado a 6bito.
Somente um animal recebeu apenas duas doses do esquema terapéutico, os demais foram
tratados com trés doses. Apds as mortes, as mandibulas foram removidas e os tumores

medidos. Os estomagos foram retirados e analisados sob o ponto de vista macroscopico.

3.3.2. Ensaio da atividade anti-tumoral

O volume do tumor e o percentual de inibi¢ao foram determinados utilizando-se as

seguintes formulas (TEICHER, 2002; LEE, 2003):

Volume do tumor (mm®) = (D.d?) x 0,5

onde:
D: ¢ o maior didmetro (mm) do tumor

d: ¢ o menor didmetro (mm) do tumor
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Inibigdo do cancer (%) = (1-T/C) x 100%

onde T ¢ a média do volume do tumor do grupo tratado

C ¢ a média do volume do tumor do grupo controle.

3.3.3. Exame radiografico

Todas as hemi-mandibulas dos cinco grupos experimentais foram radiografadas em
aparelho de Rx odontolégico para tomadas periapicais (Planmeca Prostyle Intra),
utilizando-se a técnica do paralelismo (cone longo) sem o uso do posicionador, pois ja
havia paralelismo entre a peca e o filme. O angulo de incidéncia do feixe de raios X foi de
90° (noventa graus) e a distancia foco-filme foi de 55 (cinqiienta e cinco) centimetros. O
tempo de exposi¢ao foi definido para cada grupo, em conseqiiéncia de variagdes do

tamanho dos tumores, ficando assim estabelecido:

Grupo experimental Tempo de exposicio
Controle negativo 0,18s
Controle positivo 0,24s

Tratado MTX 0,24s

Tratado Alendronato 0,28s

Tratado MTX + Alendronato 0,20s

Foram utilizadas peliculas radiograficas periapicais (Dental Intraoral E-Speed Film
Kodak) e a revelagao de todas as tomadas foi feita em processador automatico (A/T 2000M

Airtechniques, inc) com tempo médio de 5 (cinco) minutos.

Para andlise radiografica, as tomadas foram digitalizadas conforme descrito para o

estabelecimento do modelo experimental. Utilizamos como critérios de analise os seguintes
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parametros: integridade da lamina dura dos alvéolos correspondentes aos 1° e 2° molares
inferiores removidos, comprometimento do canal mandibular, presenga de reabsorgao

radicular, avaliagdo da extensdo, das margens e do grau de radiolucidez da lesao.

3.3.4. Analise histopatologica

Apos as tomadas radiograficas, o tumor foi dissecado da mandibula, separando-se,
assim, a por¢ao mole da neoplasia. A mandibula foi descalcificada com é4cido nitrico a 10%
por 24 horas e, ap0s este procedimento, foi cortada em pequenos fragmentos. Amostras do
tumor ¢ da mandibula foram enviados para a histopatologia. O grupo controle negativo, que
nao recebeu o tumor, também teve as mandibulas descalcificadas e enviadas para a

confeccdo de laminas.

Trés fragmentos dos estomagos de todos os animais dos grupos experimentais, que
correspondiam as regides da cardia e do fundo, foram cortados e enviados para o exame
microscopico, com a finalidade de identificar elementos sugestivos de agressdo tecidual e

reacdo inflamatoria que revelassem alguma toxicidade do tratamento.

As laminas histoldgicas do tumor extra-6sseo e intra-6sseo, ¢ do estomago foram
confeccionadas, utilizando-se a colorag@o de rotina pela hematoxilina-eosina e, em seguida

submetidas a analise histopatoldgica, com auxilio do microscopio 6ptico.

A avaliagdo do tumor baseou-se nos seguintes critérios: infiltragdo tumoral, central
e periférica, necrose tecidual induzida pelo tumor e pelo anti-neoplasico e presenca de
osteoclastos. Para a mensuragdo da necrose nos tecidos 6sseos induzida pela atividade anti-
tumoral do quimioterapico fizemos uma adaptacio do Indice de Huvos (SBP, 1999), o qual

analisa os seguintes parametros histoldgicos:

a) desintegracdo celular com pronunciada diminui¢do ou mesmo auséncia total do estroma

sarcomatoso intertrabecular;
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b) integridade das trabéculas originais do 0sso esponjoso preexistente, as quais podem
mostrar alteragdes devidas a necrose e desintegracao;

c) extensa calcificacdo da matriz ostedide tumoral sem as células do estroma sarcomatoso,
dando aspecto de “casco de tartaruga”;

d) presenca de tecido fibroso reativo.

Tabela 2: indice de Huvos

Grau I Pouca ou nenhuma necrose.

Grau II Areas de ostedide tumoral acelular, necrético e/ou material fibrindtico atribuiveis
ao efeito da quimioterapia, e outras areas de tumor histologicamente viavel.
GrauIll | Areas predominantemente de ostedide tumoral acelular, necrético e/ou material
fibrinotico atribuiveis ao efeito da quimioterapia, somente com focos esparsos de
células tumorais viaveis.

Grau IV | Nenhuma evidéncia histologica de tumor viavel no material.

Fonte: Manual de Padronizacdo de laudos histopatoldgicos

Nota: Sdo consideradas boas respostas terapéuticas os tumores que apresentam grau Il e [V

de necrose de Huvos, os quais correspondem a um percentual de 90% de necrose tumoral.

Baseado nos critérios acima descritos foi adaptado e utilizado um Indice de
Avaliacido pés-quimioterapia o qual foi classificado em graus 1, II, III e IV, seguindo as

mesmas recomendagdes propostas pelo Indice de Huvos.

Tabela 3: indice de avaliagdo pos-QT

Grau I Pouca ou nenhuma necrose

Grau Il Areas de necrose e outras de tumor histologicamente viavel

Grau III | Areas predominantemente de necrose e focos esparsos de células tumorais
viaveis

Grau IV | Nenhuma evidéncia histologica de tumor viavel no material

3.3.5. Analise estatistica

A comparacao do peso corpdreo entre os cinco grupos (controle negativo, controle
positivo, tratado com metotrexato, tratado com alendronato e tratado com associagdo de
metotrexato e alendronato) foi feita pelo teste ANOVA, seguido de Newman-Keuls com

nivel de significancia de 0,1% e 5%.
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A atividade anti-tumoral foi avaliada pelo teste ANOVA, seguido de Newman-

Keuls e valores de p menores que 0,01 e 0,05 foram considerados significantes.

Para a comparagao das curvas de sobrevida foi utilizado o teste do Kaplan-Mayer do
programa Prism versao 3.0 (Graphpad INC), além da comparacdo entre as curvas pelo teste
do Qui-quadrado. Foram considerados significativos os resultados cujo nivel descritivo

(valores de p) foram inferiores a 1%.
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RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1. Modelo experimental

4.1.1. Curva temporal do peso dos animais

Os animais do grupo 1 (sem tumor), que foram submetidos apenas as exodontias
dos primeiros e segundos molares inferiores do lado direito sem inoculagdo de células
tumorais, apresentaram uma discreta perda de peso nos primeiros dois dias, e apés o quarto
dia voltaram a ganhar peso. Enquanto que os animais do grupo 2 (tumor) submetidos as
exodontias seguidas de implanta¢do do tumor de Walker, perderam peso nos dois primeiros
dias, ganharam no quarto dia e entre o sétimo e oitavo dia apds inoculacdo do tumor

voltaram a perder peso, diferindo significativamente do Grupo 1 com p<0,001 (Figura 4).

Curva Temporal de Peso

190 -+
S 160 - ” * N
- * M controle
o %
4 Otumor
Q- 130 -

100 -

0 2 4 o6 8 10 12

Dias

Figura 4- Curva temporal média dos pesos corporeos dos animais do grupo 1 (sem tumor) e do
grupo 2 (com tumor), a cada dois dias apos inoculagdo do tumor durante 12 dias. Os dados foram
apresentados sob forma de média + EPM. A analise estatistica foi feita utilizando-se teste 7 - Student,

com p<0,001(**) e p<0,05(*).
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4.1.2. Analise radiografica

O exame radiografico do grupo 1 (sem tumor) revelou area radiopaca, e por vezes

radiotransparente, com visualizagdo de traves o0sseas (Figura 5).

-

Figura 5: Radiografia periapical da mandibula do lado direito. A) Area radiopaca na regido da exodontia dos

1° e 2° MID, sugerindo cicatrizagdo dssea. B) Septos dsseos radiopacos mostrando integridade dos alvéolos.

Circulo preto=contorno da area das exodontias.

Os animais do grupo 2 inoculados com o tumor de Walker apresentaram area litica

difusa, que se estendia até a regido do terceiro molar mantido na area ( Figura 6 ).

m

Figura 6: Radiografia periapical da mandibula do lado direito. A) Area radiolucida na regido das exodontias,

estendendo-se ao 3° MID. B) Area litica na mandibula, sem evidéncia de reparo 6sseo. Circulo branco =

contorno do tumor nas partes moles. Circulo preto=contorno da area dssea comprometida.
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4.1.3. Analise histolégica

Ao exame macroscopico verificamos que o tumor de tecidos moles apresentava
coloragdo vinhosa, de consisténcia firme e elastica, a qual invadia espagos musculares e

glandulas salivares, o que confirmou a implantac¢do de células tumorais na mandibula.

A principal evidéncia das alteragdes Osseas induzidas pelo tumor foi confirmada
pela analise histopatologica. Ao exame microscopico do tumor das partes moles foi
visualizada neoplasia mesenquimal maligna caracterizada por discreta anisocariose, sendo
as células pequenas, redondas, de contorno nuclear irregular, cromatina frouxa e nucléolo
evidente (Figura 7A). As células se dispunham frouxamente com tendéncia a arranjo
alveolar e com largas areas de necrose de coagulacdo. O tumor apresentou um elevado
indice mitotico, chegando a 20 (vinte) mitoses em 10 (dez) campos microscopicos. Em
relacdo a analise microscopica do tecido 0sseo, verificou-se a presenga de células com o
mesmo padrdo morfoldgico descrito acima, as quais infiltravam o osso centralmente e
perifericamente (Figura 7B). Areas de necrose de coagulagdo também estavam presentes
(Figura 7C) e alguns osteoclastos foram visualizados. A unidade dentdria mantida na regido
do tumor ndo apresentou nenhuma alteracdo histolégica (Figura 7D). No grupo 1 (sem
tumor) foram encontradas areas de fibrose, osso secundario normal e medula Ossea

vermelha preservada caracterizando reparo dsseo.
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A Células'tumorais

——)

Arranjo alveolar
Necrose

Células tumorais

Medula
Necrose

Ligamento

Osso alveolar

Figura 7: Fotomicrografia da mandibula e estruturas anexas. A) Corte histologico mostrando neoplasia
maligna constituida por pequenas células hipercromaticas em arranjo alveolar. HE 100X. B) Células
neoplasicas hipercromaticas infiltrando o osso com area de necrose de coagulagdo a direita HE 200X. C)

Extensa area de necrose 0ssea. HE 200X. D) Unidade dentaria sem alteragdes histologicas. HE 400X.
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4.2. Tratamento

4.2.1.Analise da variacido no peso dos animais

Os animais do grupo 1 (controle negativo), os quais foram submetidos apenas as
exodontias e tratados com solugdo salina, ndo apresentaram variagdo de peso no decorrer
dos 34 (trinta e quatro) dias de tratamento. Os animais do grupo 2 (controle positivo), os
quais sofreram as exodontias e implantagao de células tumorais, se comportaram da mesma
maneira daqueles utilizados para o estabelecimento do modelo experimental, ou seja,
perderam peso nos primeiros 4 (quatro) dias, recuperaram entre o quinto e sétimo, e
voltaram a perder peso em torno do oitavo dia. Esta perda de peso demonstrou significancia

estatistica a partir do décimo dia com um p<0,01 em relagdo ao grupo controle negativo

(Figura 8).

Os animais tratados com o metotrexato (grupo 3) e aqueles tratados com
metotrexato associado com o alendronato (grupo 5) ndo apresentaram variagdo significativa
na alteracdo do peso corporeo durante o tratamento. Porém, os animais do grupo tratado
com alendronato (grupo 4) se comportaram de forma semelhante ao grupo controle positivo
(grupo 2), com perda inicial do peso nos primeiros dias e leve recuperagdo nos dias
subseqiientes. A partir do oitavo dia todos os animais voltaram a perder peso, apresentando
significancia estatistica com p<0,001 quando comparados ao grupo controle negativo

(Figura 9).
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Figura 8- Curva temporal média dos pesos corpéreos dos animais dos grupos controle negativo

(sem tumor), controle positivo (com tumor) e grupos tratados com metotrexato 25mg/Kg, i.p.,

alendronato 3mg/Kg, v.o. e associagdo de metotrexato 25mg/Kg, i.p. com alendronato 3mg/Kg, v.o.,

a cada dois dias apds inoculagdo do tumor durante 12 dias. Os dados foram apresentados sob forma

de média £ EPM. A analise estatistica foi feita utilizando-se ANOVA seguida de Newman-Keuls,

com p<0,05.
A Dia 10
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I Controle + 10
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* Dia 12 *
200 *
I Controle + 12
B MTX - 12
EALD - 12

I MTX/ALD/12
100

0
Controle + 12 MTX-12  ALD-12 MTX/ALD/12

Figura 9- Representagdo grafica dos pesos dos animais dos grupos controle positivo e grupos

tratados com metotrexato, alendronato e associagdo de metotrexato com alendronato, no décimo (A)

e no décimo segundo (B) dias ap6s inoculagao do tumor. Os dados foram apresentados sob forma de

média = EPM. A analise estatistica foi feita utilizando-se ANOVA seguida de Newman-Keuls, com

p<0,05 (**) e p <,0,001(*).
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4.2.2. Determinacao da atividade anti-tumoral

Para a avaliagdo da atividade anti-tumoral determinamos o volume do tumor e o
percentual de inibi¢do tumoral. Os animais tratados com metotrexato (grupo 3) e os tratados
com metotrexato e alendronato (grupo 5) apresentaram diminui¢do do volume tumoral em
relagdo ao controle positivo com significancia estatistica de p<0,01 para grupo metotrexato

e p<0,05 para a associagdo de metotrexato e alendronato(Figura 10).

O percentual de inibi¢ao do tumor foi de 69,4% e de 49,7% nos animais tratados
com metotrexato e associagdo do metotrexato mais alendronato, respectivamente. O grupo
tratado somente com alendronato apresentou apenas 10,4% de inibigdo do crescimento
tumoral em relacdo ao controle positivo ndo diferindo significativamente do grupo controle

positivo (Tabela 4).

4000- .
Il Controle positivo

B MTX 25 mg/Kg
N ALD , ma/Kg
I MTX+ALD

3000+

Volume(mma3)
S
<

1000+

Controle positivo MTX ALD MTX+ALD
Grupos

Figura 10 - Efeito do tratamento com metotrexato, 25 mg/Kg, ip. (MTX), alendronato 3 mg/Kg, v.0.,(ALD)
e associacdo de metotrexato, 25 mg/Kg, i.p. e alendronato, 3 mg/Kg, v.o. (MTX+ALD) sobre o volume
tumoral. Os dados foram apresentados sob forma de média + EPM. A andlise estatistica foi feita utilizando

ANOVA seguida de Newman-Keuls com n<0.01 (*) e n<0.05 (**).
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Tabela 4 — Determinagao do percentual de inibi¢do do crescimento tumoral com

metotrexato, alendronato e associagao do metotrexato e alendronato.

Tumor Composto Dose(mg/kg) Volume médio do tumor  Inibigdo do

em mm’ tumor
Walker Salina 0,3 mL, ip 3037,18 mm’ _
Walker Metotrexato 25mg/Kg, ip 930,28 mm’ 69,4%
Walker Alendronato 3mg/Kg, oral 2 723,60 mm’ 10,4%
Walker Metotrexato 25mg/Kg, ip; 152791 mm’ 49,7%

Alendronato 3mg/Kg, oral

4.2.3. Analise de sobrevida

A curva geral de sobrevida, estimada pelo método de Kaplan-Meyer, revelou que os
animais do grupo controle positivo apresentaram uma média de sobrevida de 16,6 dias,
enquanto que no grupo tratado com metotrexato esta média subiu para 23,6 dias, tendo

demonstrado significancia estatistica entre os grupos (p=0,0001) (Figura 11).

O grupo tratado somente com alendronato apresentou média de sobrevida abaixo do
grupo controle positivo ficando em 13,6 dias, com significancia estatistica (p=0,0011) e no
grupo experimental onde houve a associagdo do metotrexato com alendronato, a média de
sobrevida foi de 20,7 dias, apresentando significancia estatistica (p=0,0019). A comparagao
feita entre os grupos tratados com metotrexato € com associacdo de metotrexato e
alendronato revelou um p no valor de 0,1394, ndo havendo diferenga significativa

(Figura 11).



43

100¢

!

© -=-C
L -
g T ——ALD
.; a\e y
o= 5ol —e— MTX+ALD
K3
[<]
(2}

0 : | e |

0 10 20 30 40

Tempo (dias)

Figura 11 - Curva de sobrevivéncia dos grupos controle positivo e grupos tratados com

metotrexato, alendronato e associa¢do com metotrexato e alendronato.

4.2.4. Analises radiografica e histologica

Grupo controle negativo

Os achados radiograficos mostraram reparo anatomico constituido por depressao na
regidio posterior do 3" molar inferior, na entrada do canal mandibular, representado por area
radiolucida delimitada por halo radiopaco. A 4rea das exodontias dos 1" ¢ 2° molares
inferiores apresentou radiopacidade homogénea, e em alguns casos, aspecto trabeculado do

osso alveolar, indicando cicatrizacdo Ossea.

Reparo anatémico

~a

T

Cicatrizagdo Ossea

Figura 12 — Area radiopaca Figura 13 — Aspecto trabeculado do
correspondente ao 1°. molar inferior osso alveolar. 35 dias apoés as

direito. 35 dias apos as exodontias. exodontias.
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A analise microscopica mostrou secgdes histologicas constituidas por tecido 6sseo
maduro harversiano, exibindo trabéculas 6sseas normais e ostedcitos distribuidos ao longo
da substancia intercelular mineralizada. Nos espacos medulares visualizaram-se medula
Ossea vermelha, megacariocitos e trechos de fibrose. A unidade dentaria (molar) estava
representada por camadas bem definidas de dentina, polpa e cemento sem alteragdes
histologicas. Por vezes, ndo se encontrou esmalte dentario nas amostras. Os tibulos
dentinarios eram evidentes e a polpa dental apresentava-se como um tecido conjuntivo
frouxo, bem vascularizado e com camada de odontoblastos na zona odontogénica. Estas

células eram colunares ou ctbicas com ramificagdes laterais (Figura 14).

Figura 14 — Fotomicrografia de tecido 6sseo e unidade dentaria. A) Traves Osseas de

tecido harversiano sem alteragdes histologicas. HE 100X. B) Area de fibrose cicatricial.
HE 100X. C) Medula 6ssea vermelha sem alteragdes histologicas. HE 100X. D) Unidade
dentaria exibindo dentina, polpa dentaria e ligamento periodontal. HE 100X.

Na regido posterior do 3" molar inferior visualizou-se reparo anatémico radiolucido

circundado por halo radiopaco. Nao havia indicios radiograficos de reabsor¢do radicular.
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Observava-se massa tumoral irregular no tecido mole ¢ na area das exodontias com
implantagdo do tumor, havia padrdo dsseo impreciso com invasdo do canal mandibular,
mostrando variagdes da radiotransparéncia que lembra o classico aspecto radiografico dos

osteossarcomas: “osso corroido em traga” (Figuras 15 e 16).

Figura 15 — Area osteolitica ¢ difusa. Circulo Figura 16 — Massa tumoral irregular no
branco = contorno do tumor nas partes moles. tecido mole. Circulo branco = contorno do
Circulo preto=contorno da 4rea Ossea tumor nas  partes moles.  Circulo
comprometida. preto=contorno da area dssea comprometida.

Ao exame microscopico do tumor das partes moles foi visualizada neoplasia
mesenquimal maligna caracterizada por discreta anisocariose, sendo as células pequenas,
redondas, de contorno nuclear irregular, cromatina frouxa e nucléolo evidente. As células
se dispunham frouxamente com tendéncia a arranjo alveolar e com largas areas de necrose
de coagulacdo. Em relagdo a analise microscopica do tecido osseo, verificou-se a presenca
de células com o mesmo padrao morfologico descrito acima, as quais infiltravam o 0sso
centralmente e perifericamente. As células tumorais por vezes se encontravam em ninhos e
as superficies 0sseas com bordas irregulares. Trechos de invasdo vascular pelas células
neoplasicas e morte de ostedcitos também foram identificados. Areas de necrose de
coagulacdo estavam presentes e alguns osteoclastos foram visualizados. A unidade dentaria

mantida na regido do tumor ndo apresentou nenhuma alteragao histologica (Figura 17).
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Figura 17 — Fotomicrografia de partes moles e tecido 6sseo com presen¢a de neoplasia
maligna mesenquimal (Walker 256) do grupo controle positivo. A) Células tumorais
hipercromaticas dispostas em ninhos. HE 100X. B) Extensa area de necrose ao lado de
trabécula 6ssea com perda de osteocitos. HE 100X. C) Presenga de osteoclastos em meio a

invasao de células tumorais. HE 400X.

Grupo tratado Metotrexato

Presencga do reparo anatdmico na regido posterior do 3  molar inferior. A unidade
dentaria remanescente ndo exibiu indicios de reabsor¢do radicular. A massa tumoral no
tecido mole tinha menores dimensdes e o tecido dsseo correspondente a area das exodontias
mostrou variacdes dos niveis de radiopacidade com preservacdo da imagem do canal

mandibular (Figuras 18 e 19).
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Figuras 18 e 19 — Niveis variados de radiopacidade na regido das exodontias. Presenca

de massa tumoral no tecido mole. Circulo branco = contorno do tumor nas partes moles.

Circulo preto=contorno da area 6ssea comprometida.

A neoplasia de tecido mole apresentou as mesmas caracteristicas morfologicas
descritas no grupo controle positivo, exibindo, porém, areas de necrose de coagulacao
muito mais extensas e um menor numero de mitoses. O tecido 6sseo foi invadido tanto
periférica como centralmente pelas células tumorais. Estas se dispunham em len¢dis e nao
formavam ninhos. As trabéculas 6sseas estavam mais preservadas, quando comparadas com
as do grupo controle positivo. Superficies dsseas com bordas irregulares ¢ morte de
ostedcitos também foram visualizadas. De acordo com a classificagdo do indice de
avaliacdo pos-quimioterapia, dois casos foram enquadrados no grau IV; trés, no grau III;
trés no grau II e somente um, no grau I. Em quatro amostras encontramos osteoclastos, ora
isolados, ora em ilhotas. Material basofilico semelhante a arcas de calcificacdo foi
identificado em duas amostras. Nao havia nenhuma alteragdo histologica na unidade
dentaria. Em dois casos ndo se observou, macroscopicamente, crescimento tumoral nos

tecidos mole e dsseo (Figura 20).
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Figura 20 — Fotomicrografia da neoplasia de partes moles e tecido dsseo, grupo tratado com

metotrexato. A) Invasdo muscular de células tumorais. HE 100X. B) Auséncia de neoplasia
e extensa area de necrose. HE 100X. C) Traves 6sseas com superficies irregulares com
presenca de necrose de coagulagdo. HE 100X. D) Trecho de osso reativo em meio a células

tumorais invadindo trabécula 6ssea. HE 100X.

Tabela 5: Resultados do indice de avaliagdo pos-quimioterapia com metotrexato.

Grau I Pouca ou nenhuma necrose 1

Grau Il Areas de necrose e outras de tumor histologicamente vidvel 3

Grau III Areas predominantemente de necrose e focos esparsos de células 3
tumorais vidveis

Grau IV Nenhuma evidéncia histologica de tumor viavel no material 2
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Grupo tratado Alendronato

A massa tumoral no tecido mole ¢ densa e irregular e a destruicdo litica do osso
alveolar na area das exodontias e implantacdo das células tumorais ¢ menos difusa. A area
radioltcida localizada na regido posterior do 3 molar esta presente ¢ ndo ha reabsorcao

radicular (Figuras 21 e 22).

Figuras 21 e 22 — Destruicdo osteolitica, ndo difusa, restringindo-se aos alvéolos
dos primeiros e segundos molares inferiores. Circulo branco = contorno do tumor

nas partes moles. Circulo preto=contorno da 4rea dssea comprometida.

Apds analise microscopica da neoplasia das partes moles, verificou-se que as
células tumorias apresentavam o mesmo padrdo morfoldgico do grupo controle positivo,
dispostas em arranjo alveolar ou por vezes distribuidas frouxamente. As células exibiam
pleomorfismo celular e nuclear, nucleos vesiculosos, baixo indice mitdtico e invasao
vascular. As areas de necrose de coagulacdo estavam presentes nas mesmas propor¢des das
encontradas no grupo controle positivo e somente em um unico caso, o qual
macroscopicamente o tumor apresentou pequenas dimensdes (9,7 x 8,9 mm), ndo foi
visualizado trecho de necrose. Na mandibula, observou-se infiltracdo Ossea periférica e
central das células tumorais. Estas estavam dispostas em lengois, isoladas ou frouxas, e
raramente em ninhos. Apesar da presenca nitida das células neoplésicas, as trabéculas
Osseas apresentavam-se bem preservadas em diversos trechos. Superficies Osseas
irregulares associadas a perda de ostedcitos e arecas de necrose de coagulagdo foram

visualizadas. Invasdao vascular foi identificada em todos os casos analisados e presenca de
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tecido ostedide foi encontrado em trés deles. Verificou-se a presenca de osteoclastos em um

dos casos analisados. A unidade dentaria nao exibiu nenhuma alteragao histologica (Figura

23).

Figura 23 — Fotomicrografia do Carcinossarcoma 256 Walker na mandibula e estruturas moles

anexas do grupo tratado alendronato. A) Invasdo vascular por células tumorais. HE 400X. B)
Invasdo dssea por células tumorais e area de necrose de coagulacdo. HE 100X. C) Tecido
6sseo com osteodcitos viaveis, presenga de osteoclasto em meio a invasdo de células tumorais.

HE 400X. D) Tecido ostedide na presenca de células tumorais. HE 400X.
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Grupo tratado Metotrexato + Alendronato

Observou-se reducdo do tamanho da massa tumoral no tecido mole e na area das
exodontias, o rebordo alveolar apresentou maior radiopacidade, indicio radiografico de
neoformagdo Ossea, provavelmente, em diferentes estagios. O reparo anatomico estava

presente ¢ ndo havia reabsor¢do radicular (Figuras 24 ¢ 25).

Figuras 24 e 25 — Niveis de radiopacidade variada, indicativa de neoformagao
ossea em estagios diferentes. Circulo branco = contorno do tumor nas partes

moles. Circulo preto=contorno da 4rea 6ssea comprometida.

Na analise histopatologica da neoplasia das partes moles verificou-se que as células
tumorais apresentavam as mesmas caracteristicas morfologicas dos outros grupos em
estudo. C¢lulas pleomorficas, hipercromaticas, com nucleos vesiculosos, distribuidas, ora
frouxamente ora em blocos ou em arranjo alveolar compunham o quadro predominante da
neoplasia. Raras figuras mitoticas foram visualizadas e extensas areas de necrose de
coagulacao representavam uma constante em todas as amostras. No osso mandibular foi
possivel verificar infiltracdo periférica e central das células tumorais em todos os casos. Na
area adjacente a infiltragdo periférica havia osso reativo € em um dos casos presencga de
osteoclastos nesta regido. Centralmente verificamos extensas dareas de necrose de
coagulacdo associada a superficies Osseas irregulares e morte de osteocitos. Segundo a
classificagdo do Indice de avaliagdo pds-quimioterapia, para seis amostras foi atribuido
grau III, e grau II para os quatro casos restantes. Em todos os casos trabéculas dsseas
preservadas com permanéncia de ostedcitos foram visualizadas mesmo em meio a células

tumorais e necrose. Em todas as amostras encontramos tecido ostedide, ora na periferia, ora
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centralmente ou em ambas as regides. Células clasticas foram vistos em quatro casos,

invasdo vascular em nove e as unidades dentarias ndo exibiram nenhuma alteragdo
histologica (Figura 26).

Figura 26 — Fotomicrografia da neoplasia maligna Carcinossarcoma 256 Walker de partes moles e no

tecido 6sseo do grupo tratado com associagdo de MTX com ALD. A) Células tumorais exibindo invasio
muscular e vascular. HE 100X. B) Traves Osseas com superficies irregulares e morte de ostedcitos
associadas a extensa area de necrose. HE 100X. C) Area de infiltracio dssea por células tumorais e
presenca de trabéculas preservadas. HE 100X. D) Tecido ostedide e osteoblasto em meio a células

tumorais. HE 400X. E) Osteoclastos em area de infiltracdo e reabsor¢ao 6sseas. HE 400X.
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Tabela 6: Resultados do indice de avaliagdo pos-quimioterapia com associagao

de metotrexato e alendronato.

Graduacao Descri¢ao histolégica Nimero
de casos
Grau l Pouca ou nenhuma necrose 0
Graull Areas de necrose e outras de tumor histologicamente viavel 4
GrauIll | Areas predominantemente de necrose e focos esparsos de células tumorais 6
viaveis
GraulV | Nenhuma evidéncia histologica de tumor viavel no material 0

4.2.5. Analise histolégica do estomago

Grupo controle negativo

Todos os animais do grupo controle negativo apresentaram estdmago com
morfologia normal, presenga de conteido alimentar e paredes gastricas com coloracao

brancacenta e pregueado mucoso mantido.

A andlise histologica mostrou mucosa gastrica revestida por epitélio cilindrico
simples exibindo fovéolas. Na profundidade da mucosa havia células parietais e células
principais, com predominancia das ultimas. Visualizou-se camada de musculo liso
(muscular da mucosa), centrada em tecido conjuntivo frouxo com alguns vasos sanguineos

congestos. Seguindo-se a esse, camada muscular propria e fina camada serosa (Figura 27).
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Figura 27- Fotomicrografia da mucosa géstrica dos animais do grupo controle negativo. A) Camadas

do estdmago: mucosa, muscular da mucosa, submucosa, muscular propria. HE 100X. B) Células

principais, HE 400X. C) Células parietais, HE 400X.
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Grupo controle positivo

Os estdomagos removidos dos animais deste grupo estavam sem contetido alimentar

e apresentavam colorag@o brancacenta, morfologia normal e pregueado mucoso preservado.

Apoés analise microscopica verificou-se que o estdbmago apresentava as mesmas
camadas descritas no grupo controle negativo, ¢ em alguns trechos uma aparente

diminui¢do da populagdo celular (Figura 28).

Figura 28- Fotomicrografia do estdmago dos animais do grupo controle positivo com inoculagdo do

Carcinossarcoma 256 Walker e tratados com salina i.p. A) Visdo panordmica da mucosa gastrica, HE

100X. B) Células parietais, HE 400X. C) Células principais, HE 400X.
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Os animais do grupo tratado com metotrexato apresentaram estdmagos com
variagdes quanto ao conteudo alimentar, mas a morfologia e a coloragdo estavam dentro da
normalidade quando comparados com o grupo controle negativo, ou seja, com cor

brancacenta e presenca de pregueado mucoso.

Todas as camadas da mucosa gastrica foram identificadas, porém com discreta
reducdo da populacdo celular, tanto de células principais como de células parietais e

mucosecretoras, com consecutiva redugdo da espessura da mucosa (Figura 29).

Figura 29- Fotomicrografia do estomago dos animais inoculados com o Carcinossarcoma 256

Walker e tratados com metotrexato, i.p. A) Visdo panordmica da mucosa gastrica, HE 100X. B)
Células parietais sem alteragdes histologicas, HE 400X. C) Células principais sem alteragdes

histologicas, HE 400X.
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Grupo tratado Alendronato

Os animais deste grupo apresentaram estomagos com colora¢do branco-amarelada,
contetido viscoso e mucdide alaranjado com particulas avermelhadas em suspensdo e
estrias hemorragicas nas paredes. Observavam-se trechos de descontinuidade do pregueado

mucoso ¢ em nenhum dos animais havia contetido alimentar no estomago.

A analise microscopica revelou mucosa gastrica exibindo, alguns trechos de redugao
da populagdo celular, principalmente de células parietais, porém, sem alteracdes na

microvasculatura da submucosa (Figura 30).

Figura 30- Fotomicrografia do estdmago dos animais inoculados com o Carcinossarcoma 256

Walker e tratados com alendronato v.o. A) Visdo panoramica da mucosa gastrica, HE 100X. B)
Células principais sem altera¢des histologicas, HE 400X. C) Células parietais em menor numero,

porém sem alteragdes histologicas, HE 400X.
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Grupo tratado com associacdo de Metotrexato e Alendronato

As amostras dos animais deste grupo apresentaram estdmagos com conteudo
liquido-mucoso com rajadas hemorragicas em suspensdo. Na parede gastrica havia uma

diminui¢do do pregueado mucoso e presenca de algumas estrias hemorragicas.

Ap0s analise microscopica verificou-se que mucosa gastrica exibia discreta reducdo
da populagdo celular com diminui¢do de células principais, parietais € mucossecretoras

(Figura 31).

Figura 31- Fotomicrografia do estdmago dos animais inoculados com o Carcinossarcoma 256

Walker e tratados com metotrexato, i.p. e alendronato v.o. A) Visdo panorimica da mucosa
gastrica, HE 100X. B) Cé¢lulas principais em numero reduzido sem alteragdes histologicas, HE

400X. C) Células parietais em menor nimero, porém sem alteragdes histologicas, HE 400X.
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5. DISCUSSAO

Um aspecto importante relacionado ao cancer da regido oral e maxilofacial € que os
tumores primarios sdo freqiientemente adjacentes a estruturas dsseas. Quando ha auséncia
de dentes, a progressao subcortical do tumor, através dos alvéolos dentarios € mais rapida.
Além disso, associa-se um afilamento da cortical mandibular pela reabsor¢cao do osso
alveolar, de tal forma que a lesdo neoplasica pode atingir com maior facilidade a medular
da mandibula. Para o tratamento de tumores grandes — seccionais -, s30 necessarias
excisdes compostas, que acarretam grandes seqlielas, sendo a principal delas a
impossibilidade de oclusdo labial, com incontinéncia oral. Com o estabelecimento de novos
modelos experimentais de neoplasias malignas no tecido dsseo (mandibula ou maxila)
poderemos desenvolver terapias alternativas, com a finalidade de reduzir a porcentagem
dos casos de destruicdo litica do osso mandibular ou maxilar com conseqiientes
deformidades funcionais e estéticas advindas do tratamento agressivo que a enfermidade

avangada demanda.

Em relacdo aos grupos em teste do modelo experimental, a perda inicial de peso dos
animais nos primeiros dias foi decorrente do processo cirurgico das exodontias, ja que as
mesmas deixam alvéolos abertos, dificultando a alimentagdo. A medida que a cicatrizagdo e
o reparo Osseo foram acontecendo, a alimentagdo foi restabelecida com conseqiiente ganho
de peso e esse comportamento foi observado nos dois grupos, com e sem tumor. Entretanto,
os animais inoculados com tumor voltaram a perder peso a partir do oitavo dia. Este fato,
provavelmente, aconteceu em conseqiiéncia do crescimento tumoral, uma vez que havia
visualizagdo macroscopica do tumor nos tecidos moles adjacentes ao osso mandibular no

oitavo dia.

Evidéncia de invasdo 6ssea do tumor foi inicialmente verificada através dos exames
radiograficos que mostraram area litica (radiolucida) na mandibula direita dos animais
inoculados. A imagem radiografica sugestiva de cicatrizagdo Ossea ¢ dada por
radioluscéncia que pode apresentar dreas com maior ou menor radiodensidade, dependendo

da etapa do processo de reparo, de acordo com a descrigdo de REGEZI & SCIUBBA



61

(1999). Todos os animais do grupo 1 (sem tumor) apresentaram radiopacidade, em graus
variados, indicando cicatrizacdo Ossea em evolugdo. Além disso, em alguns casos
visualizaram-se trabéculas osseas preservadas exibindo maior densidade do que a das areas

circunjacentes, sugerindo integridade das estruturas 6sseas remanescentes.

A analise microscopica das mandibulas, tanto das partes moles quanto do osso,
demonstrou a presenga de células tumorais anaplasicas, com elevado indice mitotico,
corroborando o diagnostico da neoplasia maligna implantada. A invasdo 6ssea pelas células
tumorais foi entdo confirmada, sendo possivel verificar necrose de coagulagdo e ninhos de
osteoclastos. As areas de necrose de coagulacdo presentes em todas as amostras (partes
moles e tecido 0sseo) sugerem morte hipoxica das células tumorais, provavelmente em
conseqiiéncia de infiltragdo vascular (COTRAN et al., 2000). Sabe-se que os osteoclastos
desempenham importante papel na destruicao 6ssea tumor-induzida (KURTH & MULLER,
2001; KURTH et al., 2002). Portanto, neste modelo a lise dssea observada pode ter
acontecido por esta via ou em associagdo com o mecanismo da morte hipdxica das células.
Em relagdo a unidade dentéria, a mesma nao apresentou sinais de reabsor¢ao nem invasao
pulpar, demonstrando que as células do Carcinossarcoma de Walker 256 ndo causam

alteracao sobre o dente.

Desse modo, verifica-se que o modelo proposto de inoculagdo do Carcinossarcoma
de Walker na mandibula de ratos é capaz de reproduzir formas osteoliticas de infiltragao
Ossea sem reabsor¢do das raizes dentarias. Existem poucos modelos experimentais de
invasdo dssea in vivo na regido orofacial. Contudo, sdo descritos na literatura modelos
experimentais de metastases para o osso mandibular a partir de inje¢do intracardiaca de
c€lulas tumorais (SASAKI et al, 1998; SASAKI et al., 1999). Diferencas no
microambiente 6sseo € a presenca de dentes e outras estruturas anatomicas da cavidade oral
podem exercer um papel importante, alterando o desenvolvimento das metéastases Osseas.
Além disso, as células tumorais podem sofrer metéstases para as glandulas adrenais e mais
raramente para outros 6Orgdos, como o pulmdo, figado e cérebro, levando o animal,
rapidamente, a um quadro grave de caquexia e morte (SASAKI et al., 1998). No modelo

estabelecido minimiza-se a possibilidade dessas metastases, regionais e para Orgaos



62

distantes, pois a inoculagao da suspensao de células tumorais ¢ feita diretamente dentro dos
alvéolos dentarios, e assim, os animais podem ser observados por um maior periodo de

tempo.

Nos grupos testados do protocolo experimental, observamos que, quando os animais
foram submetidos apenas as exodontias (grupo controle negativo), nao se verificou variagao
de peso dos mesmos, em virtude de se tratar de animais sadios € o curso da curva de peso
corporeo foi sempre aumentando ao longo do periodo de tratamento com salina. Enquanto
que, os animais do grupo controle positivo e grupo tratado com alendronato apresentaram o
mesmo comportamento daquele do estabelecimento do modelo experimental. A partir do
oitavo dia, que correspondeu ao dia de pega do tumor, a perda de peso foi verificada, ¢ a
curva de peso corporeo apresentou declinio progressivo, com significancia estatistica nos
décimo e décimo segundo dias. Portanto, ndo encontramos diferencas na variagdo de peso
entre os dois grupos supracitados, indicando que o alendronato ndo exerceu efeito
somatorio sobre esta variavel. Esse fato estd de acordo com os trabalhos prévios onde os
animais submetidos a longas terapias com bisfosfonatos ndo apresentaram diferencas
significativas no desenvolvimento do peso corporal quando comparados com o grupo
controle positivo (KREMPIEN et al., 1993). Por outro lado, os animais dos grupos tratados
com metotrexato e associacao de metotrexato com alendronato ndo apresentaram variagdes
de peso com significancia estatistica, quando comparados entre eles € com o grupo controle

negativo.

A sobrevida dos animais tratados com o metotrexato, independente da associagdo
com o bisfosfonato alendronato, apresentou uma maior taxa, provavelmente em decorréncia
da atividade anti-tumoral do quimioterapico em uso isolado. A quimioterapia constitui um
dos principais métodos de tratamento para alguns tipos de canceres, sendo cada vez mais
utilizada como neoadjuvante em caso de sarcomas de partes moles e 0sseos (INCA, 2004)
ou adjuvante da cirurgia ou da radioterapia para muitos outros tipos de tumores,
potencializando a atividade anti-tumoral e prevenindo as metastases (DALE et al., 2001).
Além disso, na cavidade oral, em especial, o metotrexato ¢ utilizado com finalidade

paliativa ou no tratamento da doenca recidivada ou metastatica (PARISE, 2000). Em todas
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estas situacdes supracitadas observam-se taxas de respostas altas e algum impacto sobre a
sobrevida média dos pacientes (PARISE, 2000; DALE et al., 2001). Por outro lado, o grupo
de animais tratado exclusivamente com alendronato apresentou uma sobrevida abaixo do
grupo controle positivo, provavelmente em conseqiiéncia do somatoério de alguns fatores
como a caquexia induzida pelo Carcinossarcoma Walker 256, a baixa atividade anti-
tumoral do bisfosfonato e dos efeitos toxicos na mucosa do trato gastrointestinal
provocados pelo alendronato oral (PATERSON, 2000; MSD, 2003; VASCONCELLOS et
al., 2004).

A eficacia do metotrexato, demonstrada através da diminui¢do do volume tumoral,
aumento da sobrevida ou desaparecimento da massa tumoral, deve-se ao fato de que esse
quimioterapico inibe a enzima diidrofolato redutase, sendo responsavel por uma deficiéncia
aguda intracelular das coenzimas do folato. Assim, ndo ha formacdo de nucleotideos
purinas e conseqiientemente ocorre interrupcao das sinteses de DNA e RNA, sendo toxico

para todas as células que estdo em divisao (GOODMAN et al., 2001).

Trabalhos experimentais e ensaios clinicos tém testado a associagdo dos
bisfosfonatos em terapias enddcrinas ou quimioterdpicas, para tratamento de cancer de
mama e de prdstata com o objetivo de reduzir as fraturas Osseas na doenca mestastatica,
como também a incidéncia de hipercalcemia (HOWELL, 1994; PAPAPOULOS et al.,
2000; CASTRO et al., 2004). Diversos estudos demonstram que os bisfosfonatos agem em
outras cé€lulas além dos osteoclastos. Em macrofagos da linhagem RAW 264 in vitro, os
bisfosfonatos possuem efeito inibitério na secrecao de citocinas (IL-1, IL-6, TNFa)
(VASCONCELLOS et al., 2004). Citocinas estas, que, no ambiente 0sseo, estimulam os
osteoblastos a induzir os osteoclastos, levando a reabsorc¢ao osteoclastica (IVESON, 1994;
DALE et al., 2001). Além disso, o bisfosfonato alendronato inibe a fungao apresentadora de
antigeno (APC) dos mondcitos provavelmente através da inibigdo da producao de IL-1. O
efeito sobre estas células pode acontecer nao s6 no micro-ambiente tumoral, mas em todo o

sistema imune (VASCONCELLOS et al., 2004).
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Tem sido demonstrado em experimentos in vitro que macrofagos ativados sdo
capazes de liberar linfotoxinas responsaveis pela lise de células tumorais, enquanto
macréfagos ndo ativados sdo menos eficientes para esse processo. A citocina TNFa
secretada pelos macrofagos pode destruir tumores por efeitos toxicos diretos e indiretos
sobre a vasculatura tumoral, induzindo trombose nos vasos sanguineos tumorais. A
toxicidade direta ¢ mediada pela ligacdo do TNFa aos receptores nas células tumorais,
ativando uma via de sinaliza¢do que resulta em apoptose da célula tumoral (ABBAS et al.,
2002). Sabe-se também que as células tumorais ou seus antigenos sdo captados pelas
células apresentadoras de antigeno (APC) do hospedeiro, como os macréfagos, onde os
antigenos tumorais sdo processados, ¢ os peptideos derivados desses antigenos sao
apresentados via MHC (complexo maior de histocompatibilidade) de classe I aos linfocitos
T citotoxicos CDg’, que por sua vez sdo ativados e podem ser diretamente liticos contra as
células tumorais (SELIGER et al., 2000; ABBAS et al., 2002; PARSLOW et al., 2004).
Sendo este o principal mecanismo de imunidade tumoral: a morte das células tumorais
pelos linfocitos T citotoxicos CDg (CERUNDOLO, 1999; SELIGER et al., 2000; ABBAS
et al., 2002; PARSLOW et al., 2004).

Acrescenta-se, ainda, o fato de que os bisfosfonatos sdo capazes de inibir a
proliferagdo e promover a apoptose de macroéfagos (PETERSON, 2000). Portanto, os
bisfosfonatos exercem efeitos depressores sobre algumas células do sistema imunoldgico
que participam da imunidade anti-tumoral. Tanto melhor funcione o sistema imunoldgico,
mais eficaz sera a atividade anti-tumoral do quimioterapico, pois havera sinergismo de
acdo. Sugere-se, entdo, que a discreta diminui¢do do percentual de inibicdo do crescimento
tumoral observada quando houve associagdo do tratamento com o metotrexato € o
alendronato tenha ocorrido em razdo da interferéncia do alendronato no sistema

imunoldgico que, por sua vez, poderia contribuir para a destrui¢do das células tumorais.

Sabe-se que os bisfosfonatos exercem efeito anti-proliferativo direto e induzem
apoptose em algumas linhagens celulares como, por exemplo, de mieloma multiplo
(PATERSON, 2000), de melanoma e osteossarcoma humanos, de varios tumores

hematopoiéticos, de células de cancer de mama humanas e de plasmoécitos de pacientes com
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mieloma multiplo (VASCONCELLOS et al., 2004). Esses pesquisadores sugerem o
envolvimento de caspases nesse processo apoptotico, em especial da caspase-3, além da
inibicdo de enzimas da via do mevalonato que desencadeia um impedimento da prenilagao
de pequenas GTPases (VASCONCELLOS et al., 2004). Além disso, estudos in vitro com
varios bisfosfonatos tém demonstrado a inibicdo da adesdo de células neoplasicas
prostaticas ou de mama na matriz 6ssea (PAPAPOULOS et al., 2000; PATERSON, 2000;
VASCONCELLOS et al., 2004). Entretanto, o mecanismo pelo qual os bisfosfonatos
aminados inibem a adesdo de células tumorais a matriz 6ssea permanece desconhecido,
mas, provavelmente, a modula¢do de moléculas de adesdo tais como caderinas, lamininas e
integrinas estd envolvida (VASCONCELLOS et al., 2004). No presente trabalho, o
tratamento com alendronato reduziu a sobrevida dos animais, porém levou a uma discreta
reducdo da massa tumoral (10%), provavelmente em conseqiiéncia da atividade descrita

acima.

Em todos os grupos do protocolo experimental foi verificada a presenca de oste6lise
tumor-induzida, a qual ¢ caracterizada pela reducdo da massa Ossea e destruicdo da
estrutura 6ssea, visualizada nas tomadas radiograficas como lesdes radiolucidas difusas ou
delimitadas (RUBENS et al., 1993; HOWELL, 1994; KURTH et al., 2001). As células
neoplasicas dos tumores sdlidos infiltradas no tecido dsseo ou no sitio das metéstases
Osseas expressam fatores conhecidos de reabsorg¢do dssea, como o fator estimulador de
colonias de macrofago (GM-CSF), o peptideo relacionado com o horménio da paratiredide
(PTHrP), as prostaglandinas (especialmente PGE;), o fator de crescimento de
transformacao o (TGFa), os fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGF-1 e IGF-2)
e catepsina D. Além disso, as células do estroma secretam citocinas como IL-1, IL-6 e
TNFa (IVENSON, 1994; MacCLOSKEY,1994) além de expressarem RNAm (4cido
ribonucléico mensageiro) de fatores essenciais para a osteoclastogénese como o ligante
RANK (fator de diferenciacdo osteoclastica). Este se liga ao receptor RANK, o qual ativa o
NF-xB (fator de transcricdo nuclear), localizado nos precursores osteoclasticos

hematopoiéticos e que estimulam a formacao de osteoclastos (PAPAPOULOS et al., 2000).
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Salienta-se que as células do tumor de Walker 256, utilizadas neste modelo de
ostedlise tumor-induzida, ndo expressam RNAm para o peptideo relacionado com o
hormonio da paratiredide (PTHrP), que estimula a reabsor¢ao 6ssea. Contudo, altos indices
de TNFa e outras citocinas osteoliticas sdo encontrados no soro dos animais inoculados
com este tumor, achados estes que podem ser resultado da resposta imune mas que induzem

rapida perda 6ssea (WAKI et al., 1999).

Os nossos resultados mostraram imagem radiografica litica no grupo controle
positivo associada a ostedlise local e subseqiiente perda da integridade arquitetural do
tecido 0sseo, quando comparada com o aspecto radiopaco homogéneo do grupo controle
negativo. O grupo que recebeu tratamento somente com metotrexato exibiu variagdes na
aparéncia radiografica do padrdo dsseo, com trechos radiolucidos e radiopacos, dados
compativeis de reparo. J4 o grupo tratado com alendronato apresentou area litica sem
evidéncias de possivel reparo 6sseo dos alvéolos, porém de forma menos difusa, sugerindo
uma agdo osteoprotetora (HOWELL, 1994). Quando associamos a terapia metotrexato-
alendronato, a imagem radiografica mostrou-se com redu¢do da radiolucidez e na area das
exodontias o rebordo alveolar apresentou maior radiopacidade, indicio radiografico de
neoformagdo 6ssea, provavelmente em estagio avangado. Portanto, a resposta dssea pdde
ser observada tanto pela redugdo do tamanho como pela remineralizagdo das lesdes liticas

(HOWELL, 1994; RUBENS et al., 1994).

Enfatizamos que, nos grupos experimentais com inocula¢gdo do tumor ndo foi
verificada reabsor¢do radicular associada a progressdo da lesdo. As células responsaveis
pela reabsor¢do do osso e do cemento e dentina (osteoclastos, cementoclastos e
dentinoclastos, respectivamente) sdo morfologicamente semelhantes, se ndo idénticas
(PIERCE, 1988) e o processo de reabsor¢do dentaria parece ser similar ao processo de
reabsorcdo 6ssea (NE et al., 1999). Contudo, a combinacao dos componentes minerais e do
colageno dos tecidos duros parece ser essencial para o inicio da reabsor¢do dessas
estruturas por estas células (PIERCE, 1988). A reabsor¢ao dentaria caracteriza-se somente
pela participacdo de eventos inflamatorios, com migracdo, diferenciagdo e manutengdo de

células do sistema fagocitico mononuclear no sitio de reabsor¢do (NE et al., 1999). Como
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os farmacos utilizados neste trabalho exercem acdo imunosupressora, estas células
fagociticas podem sofrer alteragdes quanto ao niimero e fungdo e, conseqiientemente, nao

promover a reabsorcao dentaria.

A andlise histopatologica das mandibulas dos animais inoculados com o
Carcinossarcoma 256 Walker, tanto das partes moles quanto do osso, confirmou a presenca
de células anaplédsicas da neoplasia maligna implantada. Infiltracdo Ossea, central e
periférica, revelou células com o mesmo padrao morfoldgico daquelas encontradas na
mucosa supra e subjacente, ¢ as superficies 6sseas com bordas irregulares e perda de
ostedcitos. Nos grupos controle positivo e tratado com alendronato verificaram-se areas de
necrose de coagulagdo, tanto no tecido 6sseo como nas partes moles, de forma semelhante,
sugerindo morte hipoxica das células tumorais, provavelmente em conseqiiéncia de
infiltracdo vascular (COTRAN et. al., 2000). Por outro lado, extensas areas de necrose
foram verificadas nos grupos tratados com metotrexato e associacdo de metotrexato com
alendronato, resultado da agdo do quimioterapico sobre os tecidos 6sseo € mole. A necrose
nos tecidos Osseos induzida pela atividade anti-tumoral do metotrexato nestes grupos foi
demonstrada pelo indice de avaliagdo poés-quimioterapia onde 9 (nove) animais
apresentaram predominancia das areas de necrose sobre as células tumorais e em outros 7
(sete) uma certa proporcionalidade entre as duas. Quando comparadas com o grupo
controle positivo, algumas trabéculas 6sseas remanescentes do grupo tratado somente com
metotrexato apresentavam trechos de integridade, enquanto que no grupo associado com
alendronato, as trabéculas Osseas preservadas com permanéncia de ostedcitos foram

visualizadas mesmo em meio a células tumorais e areas de necrose.

O mecanismo de destrui¢do Ossea tumor-induzida associado a invasdo Ossea ou
metastases de canceres da mandibula ¢ essencialmente osteoclastos-mediado (SASAKI et
al., 1999; KURTH & MULLER, 2001; KURTH et al.,, 2002). Em todos os grupos
experimentais inoculados com o tumor, observou-se a presenga de osteoclastos, isolados ou
em ninhos e em namero variado. Inibidores de osteoclastos, como os bisfosfonatos, sdao
capazes de inibir ou diminuir a reabsorcdo oOssea tumor-induzida, influenciando na

qualidade de vida dos pacientes, visto que evita as fraturas patoldgicas (RUBENS et al.,
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1994; SASAKI et al., 1999). Além disso, os bisfosfonatos t€ém alta afinidade por osso
mineral e se ligam fortemente a hidroxiapatita da superficie dssea, sendo encontrados
preferencialmente em sitios de formagao e reabsor¢ao dsseas (WAKI et al., 1999; ROGERS

et al., 1999; VASCONCELLOS et al., 2004).

Os mecanismos pelos quais os bisfofonatos atuam na reabsor¢dao 6ssea em nivel
celular envolvem a inibi¢do da formagdo e/ou recrutamento de osteoclastos a partir de
células precursoras imaturas, inibi¢do da ativa¢ao de osteoclastos, inibicao da atividade de
osteoclastos maduros e/ou indugao de apoptose (ROGERS et al., 1999; PATERSON, 2000;
VASCONCELLOS et al., 2004).

Evidéncias recentes mostram que os osteoblastos produzem fatores, como a PGE,,
IL-1 e TNFa, que estimulam a atividade de osteoclastos maduros (BODY,1994;
VACONCELLOS et al.,, 2004). Portanto, sugere-se que o mecanismo de ac¢do dos
bisfosfonatos também se da via inibigdo da produgdo pelos osteoblastos de agentes
estimuladores de osteoclastos (BODY, 1994; VACONCELLOS et al., 2004). Além disso, a
inibicdo direta da atividade dos osteoclastos € sugerida por observagoes in vivo decorrente
do desaparecimento da borda ondulada, que ¢ a membrana convoluta dos osteoclastos
associada a sua atividade. Os bisfosfonatos provocam o desaparecimento desta borda
ondulada, interrompendo o processo de lise 6ssea (NE et al., 1999; VASCONCELLOS et
al., 2004). Nos dois grupos tratados com alendronato encontramos osteoclastos associados

as areas de reabsor¢ao 6ssea, como também, de formacao de ostedide.

Finalmente, os bisfosfonatos aminados induzem apoptose nos osteoclastos, inibindo
enzimas da via do mevalonato e prevenindo a prenilagdo, que ¢ uma modificagdo
translacional (principalmente a geranilgeranilacdo) de pequenas proteinas que se ligam a
GTP, as quais sdo essenciais para o trafego de vesiculas e manutencdo da integridade do
citoesqueleto. E importante enfatizar que, a via do mevalonato é uma via biossintética
responsavel pela produgdo de colesterol e de lipidios isoprendides, como o
geranilgeranilpirofosfato (GGPP) e o farnesilpirofosfato (FPP). A geranilgeranilagdo ¢ a

ligacdo de um lipidio de 20 (vinte) carbonos (geranilgeranil) a certas proteinas, incluindo
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proteinas G regulatorias chave (GTPases) como Ras, Rho e Rac. Estas constituem
importantes proteinas de sinalizagao que regulam uma variedade de processos celulares das
fungdes de osteoclastos. A geranilgeranilagdo € necessaria para ancorar essas proteinas na
membrana plasmatica ou em membranas intracelulares. Desse modo, como os bisfosfonatos
aminados inibem a via do mevalonato, ndo had formacdo de farnesilpirofosfato e
geranilgeranilpirofosfato e conseqiiente perda de GTPases. A auséncia desse processo
resulta em um bloqueio ou mudanca em eventos sinalizadores que em ultima instancia
levam a inducdo das caspases e a apoptose dos osteoclastos (ROGERS et al., 1999;

VASCONCELLOS et al., 2004).

Nossos resultados mostraram que nos animais tratados com o bisfosfonato
alendronato houve uma discreta redugao da osteodlise tumor-induzida, quando comparada
com o grupo controle positivo, observada no exame radiografico onde havia variagdo da
aparéncia do tecido 6sseo, discutido anteriormente. Estes achados foram corroborados pelos
aspectos microscopicos, onde encontramos trechos de formagdo de ostedide e tecido dsseo
reativo mesmo em meio a células tumorais e areas de necrose. Como ja foi citado, ¢
sugerido que o mecanismo de agdo dos bisfosfonatos também se da via inibigdo da
producao pelos osteoblastos de agentes estimuladores de osteoclastos (BODY, 1994;
VASCONCELLOS et al.,, 2004), mas a atividade de sintetizar ¢ secretar ostedide
permanece preservada, portanto, quando estas células recebem o sinal para iniciar sua
atividade, eles invadem o local e depositam matriz 6ssea. Desse modo, o alendronato foi
capaz de alterar a lise dssea induzida pelo Carcinossarcoma de Walker 256, apesar do curto
tempo de tratamento e da via de administragdo utilizada, visto que a absor¢do gastrica e
intestinal dos bisfosfonatos aminados ¢ bastante variavel, geralmente menos de 5% (cinco
por cento) da dose administrada, e este fato agrava-se quando ha a ingestdo de alimentos
(BODY, 1994; RUBENS et al., 1994). Apesar destes inconvenientes, a administracao oral
dos bisfosfonatos vem sendo bastante estudada, visto que esta apresentacdo ¢ a disponivel
para uso dos pacientes. A outra via disponibilizada, que ¢ a infusdo endovenosa, ¢ utilizada

para pesquisa e requer um maior tempo na administragdo (BODY, 1994; HOWELL, 1994).
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Experiéncias adversas no estdmago podem ser observadas durante o tratamento com
os bisfosfonatos, portanto, a analise dos aspectos histologicos da mucosa gastrica constitui-
se importante parametro de avaliagdo da toxicidade dessa classe de medicamentos. No
grupo controle positivo visualizou-se, em alguns trechos, uma aparente diminui¢do da
populagdo celular, sobretudo de células parietais e principais, podendo esse fato estar
associado ao estado de debilidade organica dos animais, uma vez que os estomagos destes

estavam totalmente sem conteudo alimentar.

A reducdo da espessura da mucosa gastrica dos animais tratados com metotrexato
aconteceu em conseqiiéncia da diminui¢do da populagdo celular que envolvia células
principais, parietais e mucossecretoras. Sabe-se que, 0s quimioterapicos nao atuam
exclusivamente sobre as células tumorais, portanto, estruturas normais que se renovam
constantemente, como a medula 6ssea, os pélos e a mucosa do tubo digestivo sdo também
atingidos (INCA, 2004). Dessa forma, o metotrexato ¢ toxico para todas as células que
estdo em divisdo, destruindo-as durante a fase S do ciclo celular, sendo mais efetivo quando
as mesmas estdo em crescimento logaritimo (DALE et al., 2001). E o epitélio
gastrointestinal, que apresenta um elevado turnover celular, é alvo da toxicidade deste

quimioterapico (GOODMAN et al., 2001).

Igualmente, os animais tratados somente com alendronato apresentaram reducdo da
populagdo celular, principalmente de células parietais. Ja, nos animais tratados com
metotrexato e alendronato houve comprometimento ndo s6 das células parietais, mas
também das principais e mucossecretoras. A presenca de alteragcdes das mucosas do trato
gastrointestinal superior e oral tem sido relatada em associagdo com o alendronato, desde a
sua liberagdo comercial nos Estados Unidos e Reino Unido em 1995 (DUQUES et al.,
2001; FERNANDES et al.,, 2002). Estudos experimentais realizados em cachorros
mostraram que o alendronato pode causar irritacdo ndo so através do contato prolongado do
medicamento com a mucosa, mas também através do refluxo de conteudo gastrico acido
contendo alendronato, uma vez que, em ambiente acido este fArmaco torna-se mais irritante
para a mucosa esofagica (FERNANDES et al., 2002). A maioria dos trabalhos referentes as

lesdes esofagicas e gastricas associadas ao uso do alendronato enfatiza os achados clinicos
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e endoscopicos, sendo escassos aqueles que discutem os aspectos histopatologicos
(PATERSON, 2000; FERNANDES et al., 2002). E sugerido que estes bisfosfonatos
possam causar dano, diretamente, sobre o epitélio da mucosa gastrica através de efeito
irritante local (ELLIOTT et al., 1998; WALLACE et al., 1999; SENER et al., 2005),
independente de alteragdes da microvasculatura (WALLACE et al., 1999). Este efeito
topico irritante foi observado em concentracdo abaixo de 4mg/mL dentro de 30 (trinta)
minutos apds a administragdo oral (ELLIOTT et al, 1998). Além disso, os efeitos
gastrointestinais sao melhor identificados entre 2 (dois) ¢ 12 (doze) meses de uso, em
terapias por via oral e obtidos através de dados endoscopicos. Contudo a duragdo do nosso
tratamento com alendronato foi em torno de 4 (quatro) semanas para o grupo que recebeu
associado o metotrexato; ja os animais tratados somente com alendronato receberam apenas
uma dose, pois chegaram a oObito em seguida. E possivel que a rarefagdo celular
intensificada com o uso do metotrexato seja um aspecto da toxicidade aguda do
bisfosfonato. Provavelmente, com a continuidade do tratamento, alteragdes no epitélio de
revestimento da mucosa gastrica, areas de erosdo e/ou ulceragdo, tecido de granulagdo e

exsudato inflamatdrio poderiam ser visualizados.

Portanto, os bisfosfonatos parecem nao apresentar atividade anti-tumoral para a
linhagem de células estudadas e apresentam toxicidade no epitélio gastrico a despeito do
pouco tempo de exposi¢dao. O alendronato, quando associado com o metotrexato, exerceu
importante efeito inibitorio do turnover das células do epitélio de revestimento da mucosa
gastrica, levando ao quadro de rarefacao celular, caracterizando toxicidade precoce. Talvez
com o ajuste de dose, a associacdo de metotrexato com o bisfosfonato alendronato possa ser
uma alternativa de tratamento para as neoplasias malignas com envolvimento dsseo ou com

metastases Osseas, em decorréncia da agdo osteoprotetora encontrada.
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6. CONCLUSAO

A associacdo do tratamento do metotrexato com alendronato
demonstrou atividade anti-tumoral, através do controle da proliferacao das
cé¢lulas neoplasicas, como também acdo osteoprotetora, verificada pela
diminui¢do do envolvimento oOsseo e formacao de ostedide. Portanto,
constitui-se uma alternativa no tratamento das neoplasias malignas dos

maxilares, onde ha invasao e comprometimento 0sseo.
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