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Resumo: O metotrexato ¢ uma droga antineopldsica que age alterando a sintese do DNA e
interferindo, portanto, na proliferacdo celular. O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito do
metotrexato sobre o reparo 6sseo apds condilectomia unilateral em camundongos. Foram utilizados
31 camundongos (Mus musculus), albinos, de ambos os géneros, com 30 dias de idade. Esses animais
foram anestesiados com 0,5 mL/100 g de peso com hidrato de cloral a 10% por via intraperitoneal
e submetidos a condilectomia unilateral, sendo distribuidos em dois grupos. Os animais do
Grupo I receberam uma inje¢@o de 15 mg/kg de peso por via intraperitoneal de metotrexato logo
apos a cirurgia. Os animais do Grupo II receberam uma inje¢do de soro fisiol6gico, em volume
correspondente ao administrado aos animais do Grupo I, por via intraperitoneal. Sacrificados 5,
10, 15, 30 e 45 dias apds as cirurgias, tiveram suas cabecas fixadas, descalcificadas e processadas
para inclusdo em parafina. A evolugdo do processo de reparo mostrou uma reorganizagao crescente
das estruturas, culminando por restaurar as caracteristicas de uma articulagdo com todos os seus
componentes semelhantes quando comparados os Grupos I e II. Assim, pdde-se concluir que, nas
condigdes utilizadas para a realizac@o deste trabalho, o metotrexato ndo interferiu no processo de
reparo apds condilectomia unilateral em camundongos.
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Abstract: The methotrexate, an antineoplasic drug, acts altering the DNA synthesis, and thus,
interfere on cellular proliferation. The aim of this study was to verify the effect of the methotrexate
on bone repair after unilateral condylectomy in mice..There were used 31 mice (Mus musculus),
albinus, of both sex, with 30 days of age. The animals were anesthetized with intraperitoneal
injection of 0.5 mL/100 g of body weight of a 10% solution of chloral hydrate and submitted to
unilateral condylectomy. The animals were separated in two groups. Those of group I received
a dose of 15 mg/ kg of body weight of methotrexate through intraperitoneal route soon after the
surgery. The animals of the group II received a dose of physiologic serum in a similar volume as
that administered to the animals of the group I, also through intraperitoneal route. The animals
were sacrificed 5, 10, 15, 30 and 45 days after the surgery. The head of the animals were fixed,
decalcified and embedded in paraffin. The evolution of the repair showed comparable between
the groups I and II as well as that description found in literature. Thus, we can conclude that, in
the conditions used to perform this investigation, the methotrexate did not alter the repair process
after unilateral condylectomy in mice.
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90 Silva et al.

Introducao

Um dos tépicos mais estudados da articulacio tempo-
romandibular (ATM) € o condilo por ser um dos centros
de crescimento da face e, freqiientemente, envolvido nas
cirurgias e fraturas®?*32. Nesse sentido, a condilectomia
experimental tem sido empregada para estudar fendmenos
bioldgicos envolvidos no processo de reparo.

O metotrexato € um potente agente quimioterdapico
atuando na inibi¢do competitiva da enzima 4cido félico
redutase, responsavel pela redu¢do do 4cido félico a dcido
tetraidrofdlico, sem a qual ha inibicdo do processo de sin-
tese de DNA e interferéncia na capacidade proliferativa das
células’#*.Como droga citotdxica, o metotrexato € utilizado
na quimioterapia antineopldsica, entretanto com efeitos
téxicos sobre os tecidos normais de proliferacio rdpida,
particularmente da medula dssea e do trato gastrointestinal.
Ja foram relatados casos graves de anomalias do desen-
volvimento em camundongos® e em coelhos’ e alteragdes
na atividade osteobldstica com diminui¢do do volume dos
ossos em ratos®. Pelos riscos potenciais ao concepto, deve
ser evitado o seu uso durante a gravidez. Alteragdes do de-
senvolvimento em humanos foram atribuidas ao metotrexato
administrado durante a gesta¢do®! na razdo direta da dose
empregada'®!!, o que, entretanto, ndo é confirmado por
outras observagdes®>*,

Em virtude da auséncia de dados na literatura relacio-
nando o reparo dsseo apds condilectomia mandibular asso-
ciado a administragdo do antineopldsico metotrexato com
a possibilidade de ocorréncia de efeitos colaterais de varias
naturezas devidos a interferéncia dessa droga em todos os
tecidos que estdo em proliferagdo e, ainda, em virtude da sua
ampla utilizagdo em medicina, foi objetivo deste trabalho
estudar o seu efeito sobre o processo de reparo 6sseo apds
condilectomia unilateral em camundongos.

Material e método

Foram utilizados 31 camundongos (Mus musculus),
albinos, de ambos os géneros, com 30 dias de idade. Um
animal foi utilizado para mostrar as caracteristicas histo-
l6gicas da articulacdo temporomandibular ndo submetida
a qualquer manipulagdo (animal normal). Os animais
foram anestesiados com hidrato de cloral a 10%, na dose
de 0,5 mL/100 g de peso corporal, administrado por via
intraperitoneal. Apds a tricotomia do lado direito da face,
realizou-se uma incisdo vertical, de aproximadamente
0,8 cm de extensao, 2 mm a frente do meato acustico externo,
com seu limite superior ligeiramente acima do arco zigoma-
tico. Da extremidade superior dessa incisdo, foi realizada
uma segunda incisdo, perpendicular a primeira, em dire¢do
anterior acompanhando a direcdo do arco zigomatico, tam-
bém com aproximadamente 0,8 cm de extensao, com auxilio
de uma tesoura. O retalho de pele foi rebatido, a glandula
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parétida afastada e as fibras do muisculo masseter divulsio-
nadas, até ser atingido o osso do ramo da mandibula.

Uma vez individualizada a cabeca da mandibula, fez-se
a suaressecgdo na regidio do colo com uma tesoura de ponta
fina e sua remocdo com uma pinca. As estruturas deslocadas
foram reposicionadas, as bordas da ferida cirirgica coapta-
das e fixadas com colddio eldstico.

Os animais foram distribuidos em dois grupos: logo
apos a cirurgia, por via intraperitoneal, o Grupo I recebeu
uma inje¢do de metotrexato na dose de 15 mg/kg de peso
corporal, e o Grupo II recebeu uma inje¢@o de soro fisiol6-
gico. Os animais ndo receberam qualquer medicagdo apds a
cirurgia, tiveram livre acesso a 4gua durante todo o periodo
experimental, e a racdo oferecida foi pastosa nas primeiras
48 horas ap6s a condilectomia e peletizada nos periodos
subseqiientes.

Trés animais de cada grupo foram sacrificados 5,10,15,30
e 45 dias apds as cirurgias por inalacido excessiva de éter
sulfdrico. As cabecas tiveram a pele parcialmente removida e
foram fixadas em solucgdo de formalina a 10% por 48 horas.
Ap6s a descalcificagdo?®, as pecas foram processadas para
inclusdo em parafina, de modo a fornecerem cortes sagitais.
Pela microtomia, foram obtidos cortes com 6 um de espes-
sura, corados pelo método da hematoxilina e da eosina para
andlise de forma semi-seriada em microscopia de luz.

Resultado

Caracteristicas histolégicas da articulacdo temporoman-
dibular no animal normal (Figura 1)

O osso temporal apresentava-se com espacos medulares
de varios tamanhos e revestido por tecido conjuntivo denso
e delgado.

Os espacos supra e infra-discais apresentavam-se nitidos,
vazios e com células sinoviais forrando a capsula.

Figura 1. Articulacdo temporomandibular: animal normal. HE.
40x (T- osso temporal; D- disco articular; C- Coto ou condilo
mandibular; e A- regido anterior da ATM).
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O disco articular, constituido por tecido conjuntivo den-
so, era delgado na regido central e dilatado na periferia.

O condilo mandibular apresentava espacos medulares
amplos e era recoberto por cartilagem hialina profundamente
e tecido conjuntivo denso superficialmente.

A cépsula articular anterior e posteriormente apresen-
tava-se ligada ao revestimento do osso temporal, ao disco
articular e ao ramo da mandibula.

Os resultados obtidos foram muito semelhantes entre os
animais dos Grupo I e IT quando comparados nos diferentes
tempos pds-operatérios e, em decorréncia, serdo descritos
simultaneamente, apresentando as pequenas variacdes na-
turais da biologia da regeneracao tecidual.

O osso temporal apresentou-se, em todos 0s tempos pds-
operatdrios, com espagos medulares de varios tamanhos,
revestido por tecido conjuntivo denso, as vezes espessado, as
vezes delgado em grande parte de sua extensdo. Os espacos
supra e infra-discais encontravam-se bem definidos, vazios
ou com rede de fibrina nos primeiros tempos pds-operatorios
e, nos tempos mais longos, como uma cavidade tinica ou com
a presenca de feixes de fibras coldgenas dividindo-os.

O disco articular apresentava-se espessado em toda a sua
extensio ou em apenas uma parte dela, as vezes subdividido
em faixas.

Aos cinco dias de pds-operatério, o coto mandibular
mostrava o ramo mandibular seccionado, com espagos
medulares abertos para a cavidade infra-discal ou com
cartilagem hialina recobrindo toda a sua superficie. Na
regido posterior, havia cartilagem hialina com revestimento
de tecido conjuntivo denso. Na sua regido anterior, podia-
se notar a presenca de grande massa de tecido conjuntivo
recém-formado (Figuras 2 e 3).

Aos dez dias de pés-operatdrio, o coto mandibular
encontrava-se revestido por tecido conjuntivo denso muito
espesso e ligado a cdpsula articular anterior e posterior-
mente. Abaixo do tecido de revestimento, encontravam-se
células arredondadas caracterizando tecido cartilaginoso
hialino, as vezes bastante volumoso. Na regido superior do
coto mandibular, havia tecido cartilaginoso recém-formado
situado sobre toda a sua superficie ou apenas sobre a sua
regido posterior (Figuras 4 e 5).

Aos 15 dias de pds operatério, o codndilo mandibular
encontrava-se totalmente revestido por tecido conjuntivo
denso e ligado anterior e posteriormente a capsula articular.
Abaixo do revestimento, encontrava-se tecido cartilaginoso
hialino com dreas de neoformacao 6ssea. O ramo da mandi-
bula estava alargado no sentido antero-posterior, constituido
por tecido 6sseo esponjoso (Figuras 6 e 7).

Aos 30 dias de pds-operatério, o condilo mandibular
encontrava-se revestido, em toda a sua extensao, por tecido
conjuntivo denso, espessado e fusionado ou ndo ao disco e
a cépsula articular. Abaixo do tecido de revestimento, em
regides diferentes, conforme o caso, encontravam-se dreas de
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Figura 2. Articulagio temporomandibular: animal tratado, 5 dias
apos a cirurgia. HE. 40x (T- osso temporal; D- disco articular;
C- Coto ou condilo mandibular; e A- regido anterior da ATM).

Figura 3. Articula¢do temporomandibular: animal controle, 5 dias
apos a cirurgia. HE. 40x (T- osso temporal; D- disco articular;
C- Coto ou condilo mandibular; e A- regido anterior da ATM).

Figura 4. Articulacao temporomandibular: animal tratado, 10 dias
ap0s a cirurgia. HE. 40X (T- osso temporal; D- disco articular; C-
Coto ou cdndilo mandibular; e A- regido anterior da ATM).
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cartilagem hialina e ossificagdo endocondral além de tecido
6sseo maduro ou em formagdo com espagos medulares. O
ramo mandibular encontrava-se alargado no sentido antero-
posterior (Figuras 8 e 9).

Aos 45 dias de pés-operatério, o condilo mandibular
estava revestido por tecido conjuntivo denso entremeado
por células cartilaginosas que atingiam a superficie em
alguns pontos e estava deslocado anteriormente. Em di-
recdo inferior, seguia-se um tecido cartilaginoso hialino
mostrando células hipertréficas seguidas por dreas de ossi-
ficag@o. O ramo estava alargado no sentido antero-posterior
(Figuras 10 e 11).

A cépsula articular apresentava-se, anterior ¢ posterior-
mente, ligada ao revestimento do osso temporal, ao disco
articular e ao ramo da mandibula, com caracteristicas seme-
lhantes em todos os tempos de observacao.
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Figura 7. Articulagdo temporomandibular: animal controle, 15
dias ap6s a cirurgia. HE. 40X (T- osso temporal; D- disco articular;
C- Coto ou condilo mandibular; e A- regido anterior da ATM).

Figura 5. Articulagdo temporomandibular: animal controle, 10
dias ap6s a cirurgia. HE. 40X (T- osso temporal; D- disco articular;
C- Coto ou condilo mandibular; e A- regido anterior da ATM).

Figura 6. Articulacdo temporomandibular: animal tratado, 15 dias
apos a cirurgia. HE. 40x (T- osso temporal; D- disco articular;
C- Coto ou condilo mandibular; e A- regido anterior da ATM).

Figura 8. Articulacdo temporomandibular: animal tratado, 30 dias
apos a cirurgia. HE. 40x (T- osso temporal; D- disco articular;
C- Coto ou condilo mandibular; e A- regido anterior da ATM).

Figura 9. Articulagdo temporomandibular: animal controle, 30
dias ap6s a cirurgia. HE. 40X (T- osso temporal; D- disco articular;
C- Coto ou condilo mandibular; e A- regido anterior da ATM).
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Figura 10. Articulagdo temporomandibular: animal tratado, 45
dias apds a cirurgia. HE. 40x. (T- osso temporal; D- disco articular;
C- Coto ou condilo mandibular; e A- regido anterior da ATM).

24

Figura 11. Articulacdo temporomandibular: animal controle, 45
dias apds a cirurgia. HE. 40X. (T- osso temporal; D- disco articular;
C- Coto ou condilo mandibular; e A- regido anterior da ATM).

Discussao

Ap6s condilectomia, ocorre o preenchimento da cavidade
cirdrgica por um codgulo sangiiineo e uma reorganizagao
gradual até a neoformac@o condilar'*2%2*37 por células que
se originam de estruturas periarticulares, do periésteo e dos
espacos medulares®.

O processo de reparo do condilo mandibular, cujo aspec-
to logo ap6s a cirurgia foi mostrado anteriormente®, ocorre,
de forma semelhante a do processo de reparo de fraturas de
0ss0s longos!®124 a partir de estimulos transmitidos pelos
musculos ao periésteo'*,

Aos cinco dias de pds-operatério, a regido anterior da
area cirdrgica estava ocupada por um tecido conjuntivo rico
em células.
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Aos dez dias de pds-operatério, o tecido conjuntivo mos-
trava-se mais organizado, disposto paralelamente a superfi-
cie seccionada do ramo da mandibula. O movimento do coto
mandibular influencia tanto a proliferag@o celular quanto a
orientagdo das fibras coldgenas até restabelecer uma arti-
culag@o funcional entre o neocondilo e 0 osso temporal®*¥’.
As células do peridsteo diferenciam-se em osteoblastos e
depositam osso. Na deficiéncia de vascularizacdo da drea'
e de estimulos funcionais>!#3%37 ocorre diferencia¢do das
células do tecido conjuntivo em condrécitos, originando
no local uma fibrocartilagem, o que corrobora achados que
afirmam serem as forgas de cisalhamento em 4reas de fratu-
ras os elementos que induzem o recobrimento do fragmento
Gsseo por uma fibrocartilagem?®.

As nossas observacdes aos 15 dias pés-operatdrios con-
firmaram, com pequenas varia¢des, os relatos relacionados
ao revestimento do osso temporal, ao espaco supra-discal, a
membrana sinovial, ao disco articular, ao cdndilo e ao ramo
da mandibula®.

A superficie do coto mandibular, aos 30 dias pds-ope-
ratérios, apresentava-se revestida por um espesso tecido
conjuntivo denso seguido de cartilagem hialina, aspectos
divergentes daqueles segundo os quais o condilo mandibular
neoformado apresentar-se-ia revestido somente por tecido
conjuntivo denso'?; entretanto, corroboram os que obser-
varam a presenga de cartilagem hialina e de revestimento
ﬁbroso2,19,20,24,29.

Paralelamente & diferenciagdo celular e ao desenvolvi-
mento do tecido conjuntivo, ocorre reabsor¢ao na superficie
seccionada e nos espacos medulares através de atividade
osteoclastica®*?, atividade remodeladora, que se inicia
principalmente nas paredes dos espacos medulares e esten-
de-se desde o 5° dia pds-operatério até os 45 dias apds a
cirurgia. Ela ocorre no processo de reparo de feridas 6sseas,
em dreas que estdo sofrendo ossificagdo endocondral®>* e
na superficie do condilo mandibular durante adaptacdes
fisioldgicas e patoldgicas, tanto no que se refere a aposi¢ao
quanto a reabsorc¢ao dssea provocada por novas posicdes da
mandibula, decorrentes de distirbios oclusais oriundos de
etiologias diversas*?’.

Aos 45 dias de pés-operatdrio verifica-se a formagao de
um neocondilo semelhante ao condilo original, constituido
de cartilagem hialina recoberta por tecido conjuntivo denso,
o que confirma dados encontrados na literatura tanto sobre
esses aspectos®! 7202430 quanto sobre a largura maior do ramo
e a posi¢do mais anterior do cdndilo*. Contudo sdo diver-
gentes dos que relatam que ocorre regeneragio apenas nos
animais jovens®’ e dos que observaram regeneragio apenas
parcial do condilo mandibular®.

O metotrexato € um potente agente quimioterapico que
age inibindo o processo de sintese do DNA? e, como conse-
qiiéncia, interfere na capacidade proliferativa das células’®
ou na sua capacidade de sintese e secre¢ido®. Assim, era de
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se esperar que, em funcdo da dose e da sua administracio
na fase inicial do processo de reparo ap6s condilectomia,
pudesse haver interferéncia no mesmo, o que ndo ocorreu,
entretanto, como se vé quando comparados os dados obtidos
entre os Grupos I e II.

A teratogenicidade do metotrexato somente foi confi-
gurada em embrides de camundongo empregando-se doses
entre 25 mg/kg e 50 mg/kg de peso, o que ndo ocorreu com
a utilizagdo de 10 mg/kg de peso™® ; e a utiliza¢do de 5 mg
de metotrexato por kg de peso ndo produziu alteragdes no
desenvolvimento do germe dental transplantado para a ca-
mara anterior do olho'.

Nossos resultados corroboram os obtidos com 5 mg/kg
de peso' e os dos estudos que utilizaram 10 mg/kg de peso*
de metotrexato; entretanto, divergem dos relatados pelos
que utilizaram doses entre 25 mg/kg e 50 mg/kg de peso
dessa droga’®.

A utilizagdo de 0,75 mg/kg de peso de metotrexato du-
rante 5 dias, interrompida por 9 dias, e retomada novamente
por 5 dias, por via intraperitoneal, em ratos com trés meses
de idade, mostrou diminui¢cdo do volume dos 0ssos, com
interferéncia na sua formacdo, na atividade osteoblastica e
no aumento na atividade osteocldstica®. Esses resultados
corroboram os relatos sobre a utiliza¢do de 0,3 mg/kg de
peso, ou menos, de metotrexato em embrides de ratos, que
observaram a ocorréncia de embrioletalidade com baixa
teratogenicidade?'.

Em ratas prenhes, a utiliza¢do de doses que variaram de
1 mg/kg a 50 mg/kg de peso de metotrexato induziu atraso
no aparecimento dos centros de ossificacdo dos corpos ver-
tebrais®. Também, uma unica dose de 25 mg/kg a 50 mg/kg
de peso em ratos adultos, por via intraperitoneal, mostrou
que a capacidade do sistema fagocitario mononuclear para
responder a uma infeccdo pode ser severamente compro-
metida'®. Os trabalhos realizados com ratos mostram uma
atividade deletéria do metotrexato, considerada sob varios
aspectos, utilizando doses variadas em diferentes épocas
da vida dos animais. Esses relatos no encontram apoio em
nossos resultados, pois ndo verificamos interferéncia no pro-
cesso de reparo dsseo apds condilectomia em camundongos
jovens, o que pode ser explicado pela dose, pela idade dos
animais quando os estudos foram realizados e pelos tipos
de observagdes que foram realizadas.

Uma dose de 6,5 mg/kg de peso de metotrexato ad-
ministrada em coelhas no inicio da prenhez ndo produziu
nenhum defeito visivel nos embrides'. Ja a injecdo de
19,2 mg/kg de peso por via endovenosa, entre os dias 10 e 15
de gestacdo, produziu poucas mortes e um espectro constante
de malformacdes em uma alta porcentagem de filhotes?., o
que nio esta de acordo com os relatos sobre coelhas injetadas
pela mesma via e com a mesma dosagem de metotrexato
no décimo segundo dia de gestagdo, os quais descreveram
multiplas malformacdes da cabeca, membros e tronco ou
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um aumento dos espagos intercelulares, mudancas nucleares
no mesénquima dos brotos embriondrios dos membros e
defeitos 6sseos. Essas alteracdes foram minimizadas utili-
zando-se leucovorina até 24 horas apds a administraciao do
metotrexato’ ou simultaneamente a trimetilimidazolidina®.

Os resultados obtidos com coelhos foram concordantes
quando foi utilizada uma dose de 19,2 mg/kg de peso de
metotrexato por via endovenosa’®?!, pois todos mostraram
alteragdes severas durante a gestagdo, o que ndo foi veri-
ficado pela utilizacdo de uma dose de 6,5 mg/kg de peso
de metotrexato por via endovenosa no inicio da prenhez?!,
situagdo em que nenhum defeito foi visivel nos embrides.
Tal discrepancia de resultados s6 pode ser atribuida a dose
empregada, pois o periodo e a via de administracao da droga
foram semelhantes.

Cabe ressaltar que os dados obtidos com coelhos resul-
taram de estudos realizados com doses pequenas durante o
periodo de gestacdo, as quais ndo produziram alteracdes de
desenvolvimento', com o que 0s nossos resultados concor-
dam; entretanto, quando utilizadas doses elevadas, foram
identificadas alteragdes graves do desenvolvimento”?!, o
que ndo encontra apoio em nossos resultados.

Essas observacdes falam a favor dos efeitos indesejaveis
do metotrexato em funcdo da dose, da época e do periodo
da sua administracao.

Estudos realizados com macacos utilizando uma dose de
30 mg/kg de peso de metotrexato, por via endovenosa, nos
dias 29 a 32 da gestag@o, mostraram que houve um atraso
transitorio no crescimento embrionario*’, mas que nao foi
teratogénico, resultados que nao sdo corroborados pelos
nossos achados.

A avaliacdo dos nossos achados em comparagdo com os
dados da literatura mostra que os efeitos do metotrexato estao
diretamente relacionados a dose empregada, ao periodo de
administracio e a época em que € administrado; entretanto,
novos estudos sao recomendados considerando a ampliagao
da dose e o aumento do niimero de aplicacdes a fim de se de-
tectar possiveis agdes desse medicamento sobre o organismo,
pois o mesmo vem sendo utilizado para outras finalidades
terapéuticas como, por exemplo, artrite reumatdide.

Conclusao

Diante dos resultados alcangcados com a realizagdo deste
trabalho, pode-se concluir que o metotrexato, nas condigdes
utilizadas, ndo interferiu no processo de reparo dsseo apds
condilectomia unilateral em camundongos.
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