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RESUMO

Os bisfosfonatos (BFs) sdo medicamentos com acdo direta sobre o tecido 6sseo e suas células.
A periodontite apical (PA) é uma das doencas orais de maior prevaléncia e se caracteriza por
uma resposta inflamatoria a estimulos nocivos que levam a progressiva perda de estruturas
perirradiculares. Atualmente, pouquissimos estudos buscaram investigar a relacao entre o uso
sistémico de BF na PA. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o desenvolvimento da
periodontite apical em ratos tratados sistemicamente com acido zoledrénico (AZ). Foram
utilizados 128 ratos Wistar machos, divididos aleatoriamente em dois grupos: um grupo tratado
com acido zoledronico (0,2 mg/kg/semana) e um grupo controle no qual foi administrada
solugdo salina (0,1ml/kg/semana), ambos por via endovenosa, durante trés semanas
consecutivas. Apos um més da ultima dose, foi realizada a inducdo da PA. Na semana seguinte,
foi administrada uma dose adicional do farmaco e, posteriormente, os animais foram
eutanasiados de acordo com cada periodo de avaliacdo (7, 14, 21 e 28 dias). As mandibulas
foram submetidas a avaliacdo tomografica, histoldgica (presenca de necrose pulpar, reabsorcao
Ossea, osteonecrose), histomorfométrica (contagem de polimorfonucleares, mononucleares,
lacunas de ostedcitos vazias e osteoclastos), imunohistoquimica (Ligante do Receptor de
Ativacdo do Fator Nuclear Kappa B [RANKL]), osteoprotegerina [OPG], Fator nuclear kappa
B [NFkB p65] e Fator de necrose tumoral alfa [TNF-a]) e microscopia eletronica de varredura
associada ao espectrometro de energia dispersiva (EDS) para quantificacdo dos elementos
nitrogénio, carbono, oxigénio, célcio e fosforo. Foi considerado um nivel de significancia de
95% (p<0.05). O tratamento com AZ reduziu significantemente a reabsorcéo 0ssea na regiao
apical de dentes acessados endodonticamente, tanto em relacdo a altura, apos 14 (p=0.0195),
21 (p=0.0003) e 28 dias (p=0.0003) quanto em largura ap6s 14 (p=0.0002), 21 (p=0.0004) e 28
dias (p=0.0007) e profundidade apds 14 (p=0.0009), 21 (p=0.0020) e 28 dias (p=0.0003). Com
relacdo a lesdo apical do lado acessado, o grupo salina apresentou maior area que o grupo AZ
nos dias 14 (p=0.0058), 21 (p=0.0004) e 28 (p=0.0003). Histologicamente, no lado acessado,
apos 21 (p=0.0278) e 28 dias (p=0.0163) do acesso endoddntico, o grupo salina apresentou
aumento significativo comparado ao AZ em relacdo a area da lesdo apical. Com relacdo a
contagem de PMN, houve um aumento significativo apds 21 (p=0.0343) e 28 (p=0.027) dias
no grupo AZ comparado ao salina. Ja a contagem de MN mostrou diferenca significante entre
0s grupos salina e AZ apenas no dia 14 (p=0.0137). Com relacdo a imunomarcacdo de OPG,
foi observado um aumento ap6s sete (p<0.0001), 14 (p=0.0018), 21 (p=0.0004) e 28 (p=0.0004)
dias no grupo AZ. J& a marcacdo de RANKL mostrou diferenca significante apds 14
(p=0.0001), 21 (p=0.0175) e 28 (p<0.0001) dias, sendo maior no grupo salina que no grupo
AZ. As contagens de células positivas para NFKB p65 (p=0.0003) e TNF-a (p=0.0373)
mostraram um aumento no grupo AZ apds 28 dias. Na analise qualitativa por MEV e EDS, o
tratamento com AZ altera aspectos estruturais pela presenca de microtrincas e alteracdo dos
niveis de calcio e fosforo nas regides apicais dos dentes acessados endodonticamente. Conclui-
se que o0 AZ modificou o desenvolvimento da periodontite apical experimental induzida em
ratos, causando inibicdo da reabsorcéo dssea. Esse farmaco tambeém levou a uma exacerbagédo
do processo inflamatorio agudo, bem como um aumento nos niveis de OPG, NFKB e TNF-a,
além de uma diminuicéo nos niveis de RANKL.

Palavras-chaves: Periodontite Periapical; Acido Zoledrénico; Difosfonatos; Osteonecrose da
Arcada Osseodentéria Associada a Difosfonatos.



ABSTRACT

Bisphosphonates (BFs) are drugs with direct action on bone tissue and its cells. Apical
periodontitis is one of the most prevalent diseases and is characterized by an inflamed response
to harmful stimuli that lead to the progressive loss of perradicular structures. Currently, very
few studies seek to investigate the relationship between the systemic use of BP in AP.
Therefore, the aim of this study was to evaluate the development of apical periodontitis in rats
treated systemically with zoledronic acid (AZ). 128 male Wistar rats (Rattus novergicus) were
randomly divided into two groups: a group treated with zoledronic acid (0.2mg/kg/week) and
a control group that was administered saline solution (0.1ml/kg/week), Both intravenously, for
3 consecutive weeks, one month after the last dose, the AP was performed, the following week,
animals were then dosed one dose and additionally they will be euthanized according to each
evaluation period (7, 14, 21 and 28 days). Bone mandibles were evaluated for pulp necrosis,
resorption, osteonecrosis, histomorphometric (polymorphonuclear, mononuclear, empty
osteocyte lacunae and osteoclast count), immunohistochemistry (Active Kappa Nuclear Factor
Receptor Ligand [RANK], osteoprotegerin [OPG], Nuclear factor-xB [NFkB] and Tumor
necrosis factor-alpha [TNF-a]) and scanning electron microscopy associated with energy
dispersive spectrometer (EDS) for quantification of the elements nitrogen, carbon, oxygen,
calcium and phosphorus. A significance level of 95% (p<0.05) was considered. Treatment with
accessible height distance significantly reduced bone resorption in the apically region of
endodontically accessed teeth, both in terms of height, after 14 (p=0.0195), 21 (p=0.0003) and
28 days (p =0.0003), as in 14 (p=0.0002), 21 (p=0.0004) and 28 days (p=0.0007) and depth
after 14 (p=0.0009), 21 (p =0.0020) and 28 days (p=0.0003). Regarding the apical lesion on the
accessed side, the saline group presented an area that the AZ group on days 14 (p=0.0058), 21
(p=0.0004) and 28 (p=0.0003). Histologically, on the accessed side, after 21 (p=0.0278) and 28
days (p=0.0163) of endodontic access, the saline group showed a significant increase compared
to the AZ in relation to the area of the apical lesion. Regarding PMN count, there was a
significant increase after 21 (p=0.0343) and 28 (p=0.027) days in the AZ group compared to
saline. The MN count showed a significant difference between the saline and AZ groups only
on day 14 (p=0.0137). Regarding OPG immunoexpression, it was increased after seven
(p<0.0001), 14 (p=0.0018), 21 (p=0.0004) and 28 (p=0.0004) days in the AZ group. RANKL
immunoexpression showed a significant difference after 14 (p=0.0001), 21 (p=0.0175) and 28
(p<0.0001) days it was higher in the saline group than in the AZ group. NFKB p65 counts of
(p=0.05) and TNF-a.(p=0.0373) saw an increase in the AZ group after 28 days. In the qualitative
analysis by SEM and EDS, treatment with AZ alters structural aspects due to the presence of
micro cracks and changes in calcium and phosphorus levels in the apical regions of
endodontically accessed teeth. AZ was found to modify the development of experimentally
induced periodontitis at a projected, greater value than increased resorption. These processes
also led to an exacerbation of the acute inflammatory, as well as an increase in the levels of
OPG, NFkB and TNF-a, in addition to an elevation in the levels of RANKL.

Palavras-chaves: Periapical periodontitis; Zoledronic Acid; Diphosphonates; Bisphosphonate-
Associated Osteonecrosis of the Jaw
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1. INTRODUCAO

1.1 Bisfosfonatos

Os bisfosfonatos (BFs) sdo medicamentos amplamente utilizados no controle de
doencas Gsseas, como metastases osteoliticas, hipercalcemia por malignidades, doenca de Paget
e osteoporose (XIONG et al, 2010; KANG et al., 2013). Esses medicamentos possuem uma
estrutura analoga ao pirofosfato inorgéanico e, por isto, possuem uma alta afinidade com
hidroxiapatita (Cal0(PO4)6(OH)2), principal componente inorganico do tecido dsseo (XIONG
etal., 2010; KANG et al., 2013).

Os BFs podem ser classificados quanto a presenca de nitrogénio em sua estrutura e
também pela sua via de administracdo. O zoledronato (AZ: &cido zoledrénico), administrado
por via intravenosa, e alendronato, administrado por via oral, sdo exemplos de BFs nitrogenados
mais potentes utilizados no tratamento do cancer e distarbios do esqueleto, respectivamente
(XIONG et al, 2010; KANG et al., 2013).

O mecanismo de acdo dos BFs aminados envolve uma potente acdo sobre as células
osteoclasticas através da inducdo da apoptose destas a partir da inibicdo da enzima intracelular
farnesil-difosfato-sintase da via do mevalonato, fazendo com que ndo ocorra a prenilagdo
(principalmente a geranilgeranilacdo) de pequenas proteinas que se ligam a GTP, as GTPases,
gue sdo essenciais para o trafego de vesiculas e manutencdo da integridade do citoesqueleto
(KANG et al., 2013, MOLON et al., 2014).

Esse efeito faz com que ocorra uma reducao do turnover 6sseo, aumento da massa 06ssea
e da mineralizagdo, o que leva a diminuicdo da reabsor¢do 6ssea e um aumento da densidade
6ssea mineral nos pacientes sob uso dessas drogas, comprometendo a qualidade do tecido 6sseo
(XIONG et al, 2010; KANG et al., 2013). Além disso, os BFs podem permanecer na sua forma

ndo metabolizada por longos periodos de tempo no tecido 6sseo (XIONG et al, 2010).

Apesar dos grandes beneficios da terapia com BFs, em 2004, foi relatado pela primeira
vez um importante efeito adverso, a osteonecrose dos maxilares associados ao uso de
bisfosfonatos (ONMB) (KANG et al., 2013).
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A ONMB se apresenta como 0sso necrdtico exposto por mais de oito semanas que nao
se cura, no qual o paciente fez ou faz uso de BFs e ndo apresenta metéstase 6ssea na regido dos
maxilares e nenhum historico de radioterapia na regido de cabeca e pescoco (XIONG et al,
2010; KANG et al., 2013; CHEONG et al., 2014; SONG et al., 2016). Sinais e sintomas, como
dor, presenca de sequestro 0sseo, fistula, sangramentos, parestesia e fraturas podem estar
associados (MOLON et al., 2014; de BARROS SILVA et al., 2015). O tratamento é agressivo,
envolve o desbridamento do 0sso necrotico, e de alto risco, 0 que torna o prognostico
imprevisivel (de BARROS SILVA et al., 2015; SONG et al., 2016).

Recentemente, esta condicdo foi reclassificada como osteonecrose dos maxilares
associada ao uso de medicamentos (OMAM), que vao englobar tantos os BFs como outros
farmacos anti-reabsortivos e anti-angiogénicos, sendo, entdo, a ONMB uma subclassificacao
desta (CHEONG et al., 2014; SONG et al., 2016).

Embora a epidemiologia permaneca indeterminada, a prevaléncia da ONMB tem
aumentado nos ultimos anos, principalmente em pacientes que fazem ou fizeram uso de BF de
forma endovenosa, sendo o AZ o mais associado a esta condicdo (CHEONG et al., 2014;
KRIMMEL et al., 2014; de BARROS SILVA et al, 2015). O AZ causa dano a diversos tipos
células, tais como as células epiteliais, fibroblastos (SCHEPER et al., 2009), osteoblastos
(NAIDU et al., 2008), macrofagos (SCHELLER et al., 2011) e neutrofilos (KUIPER et al.
2012).

As principais caracteristicas histopatologicas descritas na literatura sdo a presenca de
necrose 0ssea, a partir da presenca de lacunas de ostedcitos vazias, sequestros 6sseos, presenca
de infiltrado inflamatério, principalmente proximo a zonas de infec¢do, a descontinuidade do
epitélio e tecido conjuntivo exposto, também pode apresentar reacdo periosteal sobre a cortical
0ssea, exibindo padrdo 6sseo desorganizado (ANTONI et al., 2018.) Ademais, a presenca de
osteoclastos disformes e/ou ndo aderidos a superficie 6ssea também pode estar presente.
(JOBKE et al., 2014).

Inimeros estudos tém sido realizados a fim de elucidar a patogénese desta complicacéo,
no entanto, seus mecanismos permanecem incertos (XIONG et al., 2010; KANG et al, 2013
MOLON et al., 2014). Alguns autores relataram potenciais fatores de risco para ONMB, como
a ocorréncia de trauma dentoalveolar, tempo e via de administracdo do farmaco (XIONG et al,

2010; CHEONG et al., 2014). Hipoteses como toxicidade ao epitélio oral, alta remodelagdo dos
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0ss0s gnéticos, efeito anti-angiogénico, presenca de biofilme oral, infeccdo e inflamacdo
também tém sido propostas (KANG et al., 2013; CHEONG et al., 2014; de BARROS SILVA
et al., 2015; SONG et al., 2016).

Histdrico de extracdo dentaria e/ou presenca de doencas orais inflamatorias, como a
periodontite e a periodontite apical (PA), parecem ser um fator precipitante ao desenvolvimento
da osteonecrose, ja que a maioria dos casos relatados estdo associados a algumas dessas
comorbidades (XIONG et al, 2010; MOLON et al.,2014; CHEONG et al., 2014; SONG et al.,
2016; KRIMMEL et al., 2014).

Cerca de 50% dos casos de ONMB estavam relacionados a extracdo dentéria prévia
(SONG et al., 2016). A maioria dos procedimentos de extracdo dentéria sdo resultados de
doencas periodontais e/ou periapicais anteriores que se tornaram irreparaveis, o que podem
predispor e/ou exarcebar as areas afetadas para desenvolvimento de ONMB, mesmo antes da
extracdo dentéaria (SONG et al., 2016).

A hipotese de que as alteracGes dento-alveolares sdo fatores predisponentes para o
desencadeamento de ONMB ¢ afirmada pelos achados de Hoff et al. (2008) que descreveram
um risco de até sete vezes maior, para desenvolver ONMB, em pacientes que apresentaram

abscesso periodontal ou apical na area afetada.

Além disso, Krimmel et al. (2014) relatou que 38% dos pacientes avaliados em seu
estudo apresentaram a periodontite apical como causa precipitante da ONMB. Portanto, a
periodontite apical pode corresponder a uma doenca intimamente relacionada a ONMB.

1.2 Periodontite apical

A periodontite apical € uma das doencas de origem inflamatoria oral mais prevalentes
observada em todo o mundo (TIBURCIO-MACHADO et al., 2021). A doenca se caracteriza
por uma resposta do hospedeiro a agentes nocivos, como bactérias patogénicas oriundas do
processo da carie (SIQUEIRA; ROCAS, 2008; GRAUNAITE; LODIENE; MACIULSKIENE,
2014; STASHENKO; TELES; D’SOUZA, 1998; BELIBASAKIS; RECHENBERG;
ZEHNDER, 2012; LIU et al., 2014). As bactérias agem colonizando os canais radiculares,

levando a uma destruicdo dos tecidos pulpares e posteriormente ao desenvolvimento de uma
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lesdo nos tecidos periapicais (STASHENKO et al.,, 1994; GRAUNAITE; STASHENKO;
TELES; D’SOUZA, 1998; LIU et al., 2014).

A patogénese da doenga € bastante complexa, envolve uma cascata de diversos fatores
relacionados a resposta imunolégica (SIQUEIRA; ROCAS, 2008; STASHENKO; TELES;
D’SOUZA, 1998). Essa resposta imunoldgica ocorre a partir da contaminagdo da polpa
dentéria, onde se inicia o processo de defesa, o que leva ao recrutamento de leucocitos
polimorfonucleares, mondcitos e linfocitos para a cdmara pulpar e, em seguida, atinge 0s
tecidos perirradiculares (STASHENKO; TELES; D’SOUZA, 1998).

Apo0s a liberacdo de toxinas e mediadores inflamatoérios pulpares na regido apical, é,
entdo, iniciado um segundo processo de defesa do hospedeiro no local, este, geralmente,
encontra-se limitado ao ligamento periodontal e ao tecido ésseo esponjoso circunvizinho,
evoluindo para o osso adjacente (GRAUNAITE; LODIENE; MACIULSKIENE, 2014,
STASHENKO; TELES; D’SOUZA, 1998). Essa resposta se assemelha bastante a ocorrida
anteriormente na polpa dentaria, ou seja, se caracteriza pela producdo e liberagcdo de mediadores
inflamatdrios. As citocinas e quimiocinas sdo mediadores secretadas por células presentes nos
tecidos lesados, que tem acdo na modulacdo da atividade celular durante o processo
inflamatorio, alterando as func@es celulares e/ou recrutando células de defesa para a regido
afetada (XIONG et al., 2010; STASHENKO; TELES; D’SOUZA, 1998; BELIBASAKIS;
RECHENBERG; ZEHNDER, 2012).

Os leucocitos PMN e os macréfagos estdo envolvidos no processo da imunidade inata,
sdo considerados a primeira linha de defesa e também sao recrutados, inicialmente, a partir da
ativacdo do sistema complemento e seus subprodutos (TAKAHASHI, 1998; STASHENKO;
TELES; D’SOUZA, 1998). Os linfocitos T e B fazem parte da imunidade especifica e sdo as
células predominantes em lesbes periapicais crénicas (GRAUNAITE; LODIENE;
MACIULSKIENE, 2014).

A medida que a inflamac&o pulpar progride, os tecidos do ligamento periodontal e 0
0Ss0 circunvizinho acabam sendo atingidos, o que leva a destruicdo de ambos os tecidos e a
formagéo de uma leséo apical, podendo se apresentar na forma de tecido de granulagéo ou cistos
(GRAUNAITE; LODIENE; MACIULSKIENE, 2014; STASHENKO; TELES; D’SOUZA,
1998; BELIBASAKIS; RECHENBERG; ZEHNDER, 2012). A reabsorc¢ao 0ssea ocorre a partir

da liberacdo de enzimas de degradacdo de matriz extracelular e proliferacdo dos osteoclastos
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(TEIXEIRA, 2007). As enzimas de degradacdo podem ser tanto as colagenases, gelatinases,
metaloproteinases de matriz (MMP) e as proteases de serina (GRAUNAITE; LODIENE;
MACIULSKIENE, 2014).

A integridade do tecido 0sseo esta diretamente relacionada com o equilibrio de funcbes
dos osteoblastos e osteoclastos sob condi¢des fisioldgicas normais (SILVA et al., 2007;
BELIBASAKIS; RECHENBERG; ZEHNDER, 2012). Os osteoclastos sdo células de origem
hematopoiética da linha mondcito-macr6fago conduzidos por quimiocinas até o ambiente
afetado. A ativacdo dos osteoclastos ocorre através da ligacdo do receptor ativador do fator
nuclear kappa B (RANK) com o seu ligante RANKL (GRAUNAITE; LODIENE;
MACIULSKIENE, 2014; SILVA et al., 2007).

As citocinas pro-inflamatorias, diretamente envolvidas na patogénese da periodontite
apical, como a IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a ¢ IL-17 estimulam a reabsorcdo 0ssea a partir da
proliferacdo, diferenciacéo e ativagdo de osteoclastos, o que leva ao desenvolvimento da leséo
apical (XIONG et al., 2010; SIQUEIRA; ROCAS, 2008).

O TNF-a (Fator de necrose tumoral alfa) ¢ produzido por diferentes tipos de células e
age ativando células de defesa e estimulando a reabsorcdo 6ssea (GRAUNAITE; LODIENE;
MACIULSKIENE, 2014). As respostas relacionadas ao TNF-o ocorrem por meio de ligagdo
especifica a receptores presentes na membrana de varios tipos de células. Esses receptores
diferem nas suas afinidades de ligacao, fazendo com que ocorra apoptose, ativacdo do NF-KB

(Fator nuclear kappa B) e a producdo de mediadores pré-inflamatorias (POPA, et al., 2007).

O NF-KB desempenha um papel fundamental na regula¢do da resposta imunitaria a
infeccdo, como, por exemplo, na producdo de citocinas inflamatdrias, quimiocinas e moléculas

de adesao, como também na regulacdo da proliferacdo e apoptose celular (POPA, et al., 2007).

O processo de reabsorcao Ossea esta diretamente ligado a diferenciacdo, a atracdo e a
ativacao de osteoclastos a partir do desequilibrio no balango de osteoprotegerina (OPG), RANK
e RANKL (GRAUNAITE; LODIENE; MACIULSKIENE, 2014; BELIBASAKIS;
RECHENBERG; ZEHNDER, 2012).

O ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANKL), presente em varias
células, é uma citocina essencial para a inducéo da osteoclastogénese e também age induzindo

a formacdo e a liberacdo de quimiocinas que amplificam este processo, exacerbando a
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reabsorcao 6ssea (GRAUNAITE; LODIENE; MACIULSKIENE, 2014; SILVA et al., 2007;
BELIBASAKIS; RECHENBERG; ZEHNDER, 2012; HOFBAUER; HEUFELDER, 2001).

O RANK é o receptor que traduz a agdes do RANKL, se apresenta como uma proteina
de superficie celular presente nas células precursoras de osteoclastos e, quando ativado causa a
maturacdo dos osteoclastos (GRAUNAITE; LODIENE; MACIULSKIENE, 2014; SILVA et
al., 2007; HOFBAUER; HEUFELDER, 2001).

A interacdo RANK-RANKL é contra regulada pela OPG que é um receptor
transmembrana antagbnico natural da reabsor¢do Ossea, sua principal funcdo é inibir a
diferenciagéo e reduzir a sobrevivéncia dos osteoclastos a partir da sua ligagdo ao RANKL
(GRAUNAITE; LODIENE; MACIULSKIENE, 2014; HOFBAUER; HEUFELDER, 2001;
KONDO et al., 2008).

A producéo e liberacdo de RANKL e OPG séo controladas por estimulos sistémicos e
locais, como produtos bacterianos, mediadores inflamatdrios, hormonios esterdides e
medicamentos (BELIBASAKIS; RECHENBERG; ZEHNDER, 2012; HOFBAUER;
HEUFELDER, 2001).

1.3 Periodontite apical e bisfosfonatos

Atualmente, pouquissimos estudos buscaram investigar a relacdo entre o uso sistémico
de BF na progresséo e desenvolvimento da PA. Destes, a maioria avalia seu potencial de risco

para desenvolvimento da ONMB.

Xiong et al. (2010) avaliou o pré-tratamento com alendronato (0,25 mg/kg/dia) por via
subcutanea durante sete dias antes da inducédo da PA experimental, o que levou a uma inibicéo
da perda Ossea periapical com 28 dias apds a inducdo da lesdo, como tambeém houve uma
diminuicdo do numero de células osteoclasticas em relacdo ao grupo controle, no entanto,

nenhum caso de osteonecrose foi observado.

Um estudo anterior que buscou avaliar o efeito do acido zoledronico (200 pg/kg) por
via intraperitoneal (3x/semana) durante oito semanas, 0 que corresponde a dois anos de
tratamento em humanos, comecando uma semana antes da inducéo da periodontite apical em

camundongos, revelou, em um unico momento avaliado, uma diminui¢do no tamanho da leséo
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e um aumento na quantidade de células osteoclésticas nos animais tratados com AZ, além disto,
estes apresentaram uma prevaléncia de osteonecrose de 88% e de exposi¢cdes Ossea de 33%
(KANG et al., 2013).

Esse estudo mostrou alta prevaléncia de osteonecrose, todavia, a dose de acido
zoledrénico administrada é trés vezes maior do que a dose usualmente utilizada em estudos
experimentais anteriores com BF (KANG et al., 2013). Ademais, a via de administracdo
adotada ndo é a mesma utilizada na clinica médica (via endovenosa) e o periodo de avaliacéo

foi em apenas um momento.

Franca et al. (2017) verificou que os animais que receberam acido zoledrénico, uma
dose semanal intraperitoneal por quatro semanas antes ou ap6s a inducéo da lesdo, apresentaram
lesGes apicais menores que 0s grupos controles apos 28 dias, além disso, a necrose 0ssea ou

qualquer alteracdo morfoldgica ndo foram observadas em nenhum animal.

Pacheco et al. (2018) analisou ratos tratados com AZ em 2 doses diferentes por via
intraperitoneal e foi verificado que, apds cinco semanas da inducdo da lesdo apical, uma menor
atividade de remodelacdo dssea nos grupos tratados com AZ ,quando comparado ao controle,
como também a presenca de 0sso necrdtico e inflamacao, foi mais evidente no grupo de maior
dose de AZ.

Tambeém foi observado uma maior absor¢do de AZ tanto nos sitios de periodontite apical
como nos de exodontia em animais que receberam uma dose (200 pg/kg) depois de um, trés,
cinco e sete dias da inducdo da lesdo/exodontia. Portanto, pode-se sugerir que areas de maior
turnover 6sseo podem estar expostas a maiores doses de BF, o que pode explicar sua maior
susceptibilidade a ONMB (CHEONG et al., 2014).

Outro estudo que buscou avaliar a periodontite apical previamente a exodontia, ou seja,
como um fator agravante no desenvolvimento da ONMB em animais tratados com zolendronato
por via endovenosa (125 pg/kg — 2x/semana), durante sete semanas consecutivas, mostrou que
a PA preexistente aumentou a ocorréncia de osteonecrose dos maxilares apos a extracdo
dentaria (SONG et al., 2016).

Ainda assim, ha poucas evidéncias sobre o real impacto da administracdo dos BFs de
forma sistémica na progressao da periodontite apical. Devido ao seu mecanismo de acéo, esses

farmacos podem influenciar diretamente tanto na patogénese quanto no reparo de lesdes dsseas,
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podendo também influenciar no prognostico do tratamento das mesmas (XIONG et al, 2010;
ALLEN et al., 2001; HIKITA et al., 2009; TOUSSAINT et al., 2009; AGUIRRE et al., 2010;
KOBAYASHI et al., 2010).

Sabe-se que 0 AZ pode desregular o sistema imunoldgico, aumentar o numero de células
inflamatdrias e niveis de citocinas (ROSSINI et al., 2012; NORTON et al., 2012; WELTON et
al., 2013). Ja foi observado que o &cido zoledrénico modificou o perfil inflamatdrio das células
pulpares, através do aumento no nimero de macréfagos, além de levar ao aumento da expresséo
de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-1p e iNOS), citocinas que estio diretamente

envolvidas no processo de desenvolvimento da periodontite apical (SILVA et al., 2016).

A maioria dos estudos experimentais esta relacionada com desenvolvimento da ONMB
e utiliza a extracdo dentaria como fator precipitante, contudo, sabe-se que uma fragédo
significativa de ONMB ocorre na auséncia de exodontias prévias e que a dose, a via de
administracdo e o tempo estdo diretamente relacionadas a sua ocorréncia (KANG et al., 2013;
PACHECO et al., 2018).

Outrossim, os poucos estudos que relacionam o uso de bisfosfonatos e periodontite
apical buscaram observar somente a periodontite apical como fator de risco para ONMB, nao
avaliaram o curso temporal da doenca. Além do mais, algumas das doses utilizadas estavam
acima da empregada na prética clinica, como também a via de administracdo ndo é a mesma
preconizada para os pacientes que fazem uso desta medicacédo, o que poderia levar a resultados

sub ou superestimados.

Portanto, observou-se a necessidade de avaliar o efeito do acido zoledrbnico na
progressao da periodontite apical através de um modelo animal que utilizasse dose, tempo e via

de administracdo compativeis com as praticadas na clinica médica.
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2. HIPOTESES

2.1 Hipotese nula

A terapia sistémica cronica com acido zoledrénico ndo interfere no desenvolvimento da
periodontite apical experimental em ratos.

2.2 Hipotese alternativa

A terapia sistémica crénica com 4&cido zoledrbnico provoca alteragdes no
desenvolvimento da periodontite apical experimental em ratos.
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3. PROPOSICAO

3.1 Objetivo geral

Avaliar o desenvolvimento da periodontite apical em ratos tratados sistemicamente com

acido zoledronico.

3.2 Objetivos especificos

1 Analisar, através de exames imaginoldgicos, o tamanho da lesdo e do espaco do
ligamento periodontal nos sitios de periodontite apical experimental e na regido
apical de dentes ndo acessados de animais tratados e ndo tratados com acido
zoledronico.

2 Observar e comparar histologicamente o desenvolvimento da periodontite apical
experimental em relacdo a presenca de reabsor¢do 0ssea, de necrose pulpar, de
osteonecrose e ao tamanho da les&o apical.

3 Investigar os sitios de periodontite apical experimental em relacdo ao nimero de
osteoclastos, contagem de polimorfonucleares e mononucleares e de lacunas de
ostedcitos vazias em animais tratados e ndo tratados com acido zoledronico.

4 Analisar a imunoexpressdo de RANKL, OPG, TNF-a ¢ NF-kB p65 nos sitios com
periodontite apical experimental.

5 Investigar as alteracbes de superficie e a composicdo quimica dos sitios de
periodontite apical experimental por microscopia eletrdnica de varredura e
espectrOmetro de energia dispersiva, em animais tratados ou ndo com &cido

zoledronico.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais, grupos e doses

Foram utilizados um total de 128 ratos Wistar (Rattus novergicus) machos com peso
inicial entre 150 - 180g. Os animais foram mantidos com agua e racdo ad libitum, em ciclo
claro-escuro de 12h, temperatura de 20-25°C. Os animais foram aleatoriamente divididos em
dois grupos: um grupo no qual foi administrado acido zoledrénico 0,2mg/kg/semana, via
endovenosa (veia caudal).

A dose de AZ utilizada foi o equivalente a uma dose mensal (4 mg) para tratamento de
mieloma mudltiplo, a qual foi calculada sendo equivalente a 0,60 mg/kg para os animais desta
linhagem, essa dose foi obtida através do software Dose Calculator, Conversion Chemotherapy
de Humanos para Animais, fornecido gratuitamente pela Food e Drug Administration

(http://www.accessdata.fda.gov). O peso corporal e a area de superficie foram os parametros

utilizados para a conversdo farmacoldgica da dose humana de AZ para a dose animal. Em
sequida, esta dose foi dividida em uma administracdo semanal de 0,20 mg/kg durante trés
semanas. Ja no grupo controle, foi administrado 0,1 ml/kg de solucdo salina (NaCl 0,9%)
seguindo 0 mesmo protocolo de uma dose semanal, durante trés semanas (de BARROS SILVA
et al, 2015).

Em ambos os grupos, a medicagdo (AZ ou salina) foi administrada durante trés semanas
consecutivas e, apds um més da Gltima dose, foi realizada a inducdo da periodontite apical. Na
semana seguinte da inducdo da lesdo, foi administrada uma dose adicional (Adaptado de de
BARROS SILVA et al, 2015). Posteriormente, os animais foram eutanasiados de acordo com

cada tempo de avaliagdo 7, 14, 21 e 28 dias (Figura 1).

D42 D35 D28 D21 D14 D7 DO D7 D14 D21 D28

| |
I Administracio de AZ Dia de refarincia B Inducio da PA I Eutinasia D=Dia

Figura 1: Representacdo esquematica do desenho experimental da avaliacdo do AZ na periodontite apical induzida.
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4.2 Aspectos éticos

O presente estudo foi submetido e aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal do Cearé sob o protocolo de nimero n® 2387310818. O estudo
seguiu as diretrizes ARRIVE (Animal Research: Reporting In Vivo Experimentes) check list
(KILKENNY et al., 2010) para estudos em animais, como também foram adotadas condutas
éticas para minimizar o sofrimento dos animais com base nos principios dos 3R (Reduction,
Refinement, Replacement). Todos os animais foram manejados com respeito e de forma
adequada a espécie, tendo suas necessidades de transporte, alojamento, condi¢cGes ambientais,

nutricdo e cuidados veterinarios atendidas.

4.3 Calculo amostral

Baseado no estudo de KANG et al. (2013), que observou, em animais submetidos a
modelo de lesdo apical, que o grupo tratado com acido zoledrdnico apresentou maior frequéncia
de reacdo periosteal (94%) quando comparado a um grupo tratado com solucéo salina (6%).
Estima-se necessario avaliar um total de oito ratos por grupo de estudo a fim de obter uma
amostra que represente com 95% de poder e 95% de confianca a hipotese alternativa deste
trabalho.

Tendo em vista que parte das metodologias de analise provocam alteracGes irreversiveis
aos espécimes, fez-se necessario duplicar a quantidade de animais por grupo. Os grupos ainda
foram subdividos em quatro subgrupos de oito animais cada de acordo com os dias de eutanasia

(7, 14, 21 e 28 dias) apds a inducdo da lesdo, totalizando 128 animais (Tabela 1).
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Tabela 1: Distribuicdo da quantidade total de animais utilizados por grupos por
metodologias a serem utilizadas.

~ GRUPO TESTE GRUPO CONTROLE
(ACIDO ZOLEDRONICO) (SALINA)
DIA 7
8 ANIMAIS 8 ANIMAIS 8 ANIMAIS 8 ANIMAIS
(TC, MEV) (AH, IH) (TC, MEV) (AH, IH)
DIA 14 8 ANIMAIS 8 ANIMAIS 8 ANIMAIS 8 ANIMAIS
(TC, MEV) (AH, IH) (TC, MEV) (AH, IH)
DIA 21
8 ANIMAIS 8 ANIMAIS 8 ANIMAIS 8 ANIMAIS
(TC, MEV) (AH, IH) (TC, MEV) (AH, IH)
DIA 2
8 8 ANIMAIS 8 ANIMAIS 8 ANIMAIS 8 ANIMAIS
(TC, MEV) (AH, IH) (TC, MEV) (AH, IH)
TOTAL 128 ANIMAIS

Legenda: Tomografia computadorizada (TC), Microscopia eletrénica de varredura (MEV), Analise histologica
(AH) e Imunohistoquimica (IH).

4.4 Protocolo experimental para inducdo da periodontite apical

A inducdo da periodontite apical foi realizada de acordo com um método descrito por
WANG e STASHENKO, 1991. Apds anestesia realizada com quetamina (80mg/kg) e xilazina
(10mg/kg) por via intraperitoneal, as polpas dos primeiros molares inferiores esquerdo foram
expostas com uma broca do tipo carbide de ¥ de didametro (JET®) em alta rotacdo sem
refrigeracdo. A broca foi ativada até que todo seu didmetro penetrasse na camara pulpar. Em
seguida, a cAmara pulpar foi explorada por uma lima endoddntica do tipo kerr série especial
namero 10 (Maillefer®). Posteriormente, os dentes foram deixados expostos ao meio bucal
durante todo o experimento e o molar inferior direito foi utilizado como controle (TEIXEIRA
etal., 2011; LIU et al., 2014). Todos os procedimentos foram realizados por um Unico operador

previamente treinado que desconhecia 0s grupos experimentais.

Ap0s eutanasia dos subgrupos (sobredose de Quetamina e Xilazina) nos dias estipulados
(7, 14, 21 e 28), as hemimandibulas foram avaliadas quanto & presenca de 0sso exposto na
regido do primeiro molar inferior e em seguida foram removidas cirurgicamente e armazenadas
em meios especificos de acordo com as metodologias empregadas descritas anteriormente

(metade das amostras de cada subgrupo foi armazenada em Formol neutro a 10% durante 48
28



horas e a outra metade foi lavadas com &gua destilada, secos a temperatura ambiente e

armazenados em freezer -4°C).

4.5 Tomografia Computadorizada de feixe conico

Em seguida, as mandibulas foram escaneadas através de tomografia computadorizada
Cone Bean. As imagens foram adquiridas utilizando um tomografo PreXion 3D Inc. (San
Mateo, CA, EUA), usando os seguintes parametros técnicos: 90 kVp, 4mA, voxel de 0,1 mm,
A tensdo de tubo foi de 90 kVp e a corrente de 4 mA. Posteriormente, as imagens foram
convertidas no formato DICOM (Digital Imaging and Communications in Medicine) e
importados para Software de imagem ITK-SNAP versdao 3.8.0 (EUA) para gerar imagens

tridimensionais (3D) e multiplanares e a reconstrucao da imagem.

Para quantificar a perda 6ssea periapical, as imagens foram orientadas de modo que o
eixo da raiz mesial do primeiro molar inferior fique paralelo aos planos coronais e sagitais. Foi
delimitada uma distancia, em linha reta, entre o apice radicular ao 0sso alveolar periapical nos
cortes sagital e coronal, em relacdo a altura, largura e profundidade da leséo apical/ligamento
periodontal nas raizes mesial e distal do primeiro molar inferior tanto para o lado acessado
guanto para o contralateral saudavel (adaptado de WAYAMA et al., 2015) (Figura 2A, B e C).

Figura 2. Imagem tomografica representativa dos parametros em relagdo a altura (A), LARGURA (B) e profundidade (C)
das areas avaliadas, obtidas a partir do tomdgrafo PreXion 3D e importados para Software de imagem ITK-SNAP.
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Também foi realizada uma anélise, em triplicata, da area radiolicida em mm nos sitios
de periodontite apical/ligamento periodontal, préximo a raiz mesial e distal, através do comando
de selecdo de area livre (Freehand selections), por meio do software de analise de imagem
ImageJ® (Instituto Nacional de Saude, EUA) e foi considerada, como unidade amostral de cada

animal, a média aritmética das trés mensuracdes (Adaptado de SILVA et al., 2015).

Todos os dados foram expressos a partir da média£tEPM das unidades amostrais de cada
subgrupo.

4.6 Microscopia eletronica de varredura e espectrometro de energia dispersiva

As amostras de osso mandibular foram seccionadas de acordo com a area de interesse
(primeiro molar inferior e area perirradicular), utilizando uma cortadeira metalografica de
precisdo (Isomet 4000, Buehler®,Uzwil, Suica) e disco diamantado sob irrigagdo com &gua
destilada e em baixa velocidade (150RPM). Posteriormente, foram polidas com uma sequéncia
de lixas de papel abrasivas de baixa granulacéo (1600, 1800, 2000) sob irrigacdo e durante 30

segundos cada.

Ao final das etapas de seccdo e polimento, as amostras foram observadas em
estereomicroscopio (S8APO, Leica Microsystems®) para confirmacdo de visualizacdo e
polimento satisfatorio da area de interesse para a realizacdo das leituras. Em seguida, as
amostras foram dispostas em cuba ultrassénica durante 10 minutos para a remocao de residuos

e posteriormente secas em papel absorvente.

Posteriormente, os espécimes foram metalizados com ouro através de um Metalizador
Quorum QT150ES (Quorum Technologies Ltd., Lewes, East Sussex, Reino Unido) para
realizacdo de andlise atraves da microscopia eletronica de varredura (MEV) em microscopio
Quanta 450-FEG (FEI), no qual foram obtidas as eletrofotomicrografias no aumento de 200x
para analise descritiva e, logo em seguida, foi realizada a analise com espectrometro de energia
dispersiva (EDS) no aumento de 500x (Koninklijke Philips, Amsterdam, The Netherlands)
(Figura 3).
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Figura 3. Figura representativa esquematica dos pontos de direcionamento do espectrometro de energia dispersiva (EDS)

segundo as areas avaliadas (A). Eletrofotomicrografia por MEV no aumento de 200x (B) e com &reas de elei¢do para analise
com EDS no aumento de 500x (C) na regido apical de animais tratados com salina ou AZ.
Legenda: Raiz dentéria (R), Leséo apical (LA), Osso alveolar (AO), areas de elei¢do do EDS (quadrado).

Foi realizada uma analise qualitativa e descritiva, na qual foram avaliadas possiveis
alteracOes de superficie e composicdo quimica dos espécimes em duas regides, de cada animal,
uma na area da leséo apical e outra no 0sso circunjacente (Figura 3). A analise de composi¢édo
foi realizada com EDS a partir da leitura da energia de raio-X emitida pela amostra ap6s o seu
bombardeio, cada elemento quimico apresenta uma energia de emissao bem definida o que

permite sua classificagao.

Foram observadas as quantidades relativas (%) dos atomos de nitrogénio, carbono,
oxigénio, calcio e fésforo das amostras e foram expressos na forma de média percentual
(Adaptado de CARVALHO, 2017).

4.7 Confeccdo de laminas e analise histoldgica

As hemimandibulas foram descalcificadas em solu¢do EDTA 10% (pH 7,3; NaOH, PA),
durante 30 dias, sendo mantidas em suspensdo por todo periodo. Em seguida, o material foi
incluido em parafina por processamento automatizado PT05 LupTec®, cortado em espessura
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de 4 um e corado por Hematoxilina-eosina em laminas montadas com Entellan®. As sec¢des

incluiram as raizes e o apice dos primeiros molares inferiores.

Os primeiros molares inferiores e os tecidos adjacentes foram analisados seguindo 0s
seguintes parametros: presenca ou auséncia de necrose pulpar coronaria, necrose pulpar
radicular e reabsorcdo Ossea periapical. Os dados foram expressos em forma de frequéncia
absoluta e percentual (do NASCIMENTO et al., 2022).

4.8 Analise histomorfométrica

Foi realizada uma analise quantitativa a partir da selecéo e fotografia de 10 campos de
um mesmo espécime em aumento de 400x junto ao periapice dentario através de um
microscopio com camera acoplada (Motic BA310 Microscope with Moticam 2000 2.0 M Pixel
USB 2.0 com camera acoplada software Motic Plus 2.0, Motic Medical Diagnostic Systems
Co.®, Hong Kong). Foram realizadas as contagens dos numeros de células inflamatdrias
(Polimorfonucleares e Mononucleares) (do NASCIMENTO et al., 2022).

Além disso, outros cinco campos (400x) também foram selecionados na regido Gssea
adjacente a lesdo apical e contado 0 nimero de osteoclastos e de lacunas de ostedcitos vazias.
Todas as contagens foram realizadas com auxilio da ferramenta Plugin “Cell Counter” do
software ImageJ® (do NASCIMENTO et al., 2022).

As caracteristicas morfoldgicas adotadas para o presente estudo foram as descritas a
sequir (Adaptado de RAHDE, 2010; BRIZENO, 2013, de BARROS SILVA et al., 2016; do
NASCIMENTO et al., 2022):

e Polimorfonucleares: células de ndcleo segmentado e morfologia multilobulada.

e Mononucleares: células sem nucleo segmentado e morfologia unilobulada.

e Osteoclastos: células grandes com citoplasma eosinofilico com trés ou mais
nucleos.

e Lacunas de ostedcitos vazias: lacuna 6ssea com auséncia de ostedcito.

O somatério das células do tipo polimorfonucleares e mononucleares, como também

dos osteoclastos e de lacunas vazias existentes nos dez/cinco campos por animal, foi
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considerado como uma unidade amostral. Os dados foram expressos na forma de médiaxtEPM
das unidades amostrais de cada subgrupo (do NASCIMENTO et al., 2022).

A area da leséo apical do primeiro molar inferior acessado também foi mensurada
histometricamente por um sistema de processamento de imagem que consistia em um
microscopio com camera acoplada (Motic BA310 Microscope with Moticam 2000 2.0 M Pixel
USB 2.0 com cémera acoplada software Motic Plus 2.0, Motic Medical Diagnostic Systems
Co.®, Hong Kong). Os dados foram expressos na forma de médiazEPM das unidades amostrais
de cada subgrupo (do NASCIMENTO et al., 2022).

4.9 Processamento e avaliacao imunohistoquimica

Foram realizados cortes de 4um dispostos sobre 1dminas silanizadas para realizacdo de
imunohistoquimica através da técnica da estreptavidina-biotina-peroxidase (adaptado de HSU
et al. 1981) para RANKL, OPG, TNF-a e NF-xB.

Ap0s desparafinizacdo e reidratacdo, foi realizada recuperacdo antigénica pela técnica
de aquecimento em banho-maria, onde as ldaminas foram acondicionadas em recipientes de
polipropileno, contendo solucdo tampédo de citrato 10 mM (pH = 6,0) e submetidas a
aquecimento. Apos o resfriamento, obtido em temperatura ambiente durante 20 minutos, foram
feitas lavagens com solucdo tamponada de fosfato (PBS), intercaladas com o bloqueio da
peroxidase enddgena com solucdo de H202 a 3% (20 minutos) e, em seguida, foi realizado o
bloqueio de proteina com BSA 5% por 20 minutos. Posteriormente, foi feita a incubacdo com
anticorpo primario durante 16 horas (incubacdo overnight) em camara Umida segundo suas

especificacOes (Tabela 2).
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Tabela 2. Descricdo de anticorpos primarios para realizacdo de imunohistoquimica

Anticorpo L L »
o Marca  Especificagdo  Diluicdo = Controle Positivo  Frasco
primario
Rabbit
Processos ulcerados
Abcam polyclonal to )
NF-kB p65 1:200 de mucosa jugal de 100 ug
® NF-xB
ratos
(ab16502)
Rabbit
Processos ulcerados
Abcam  polyclonal to ]
TNF-a 1:100 de mucosa jugal de 100 ug
® TNF alpha
ratos
(ab6671)
Rabbit
Abcam  polyclonal to Tecidos de bago de
RANKL 1:100 100 pg
® RANKL rato
(ab216484)
Rabbit
Abcam  polyclonal to Tecido cardiaco
OPG 1100 100 pg
® Osteoprotegeri lisado de ratos

n (ab183910)

Apos lavagem com PBS, o anticorpo secundario biotinilado (Histofine®) foi incubado
durante 30 minutos e, depois de lavado, os cortes foram incubados com o complexo
estreptavidina-peroxidase conjugada por 30 minutos, lavagem com PBS, seguida da revelacao
com 3,3’-Diamino-benzidina (DAB) por cinco minutos (Dako®). As l&minas foram

contracoradas com Hematoxilina de Harris por 10 segundos e montadas com Entellan®.

Para avaliagdo microscopica, foram selecionados e fotografados cinco campos em um
aumento de 400x na porcao periapical circundante ao apice da raiz mesial e distal. Foi realizada
a contagem do numero de células com coloragdo citoplasmatica e/ou nuclear positivas para
imunomarca¢ao com o auxilio da ferramenta Plugin ‘Cell Counter’ do software ImageJ® 1.8.0

(National Institute of Health) (do NASCIMENTO et al., 2022).

Todas as analises foram realizadas por um Unico operador, devidamente treinado, que

desconhecia 0s grupos experimentais. O resultado foi expresso como médiazEPM do somatdrio
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de todos os campos analisados das unidades amostrais de cada subgrupo (do NASCIMENTO
etal., 2022).

4.10 Analise estatistica

Os dados quantitativos foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Os
dados paramétricos e quantitativos foram submetidos ao teste ANOVA-2-way seguido do pos-
teste de Bonferroni e expressos em forma de média e erro padrdo da média. Os dados dicotdmicos
(auséncia ou presenca) foram expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual e
analisados por meio do teste Qui-quadrado e exato de Fisher.

Todas as analises foram realizadas utilizando o software estatistico GraphPad Prism

5.0®, considerando um nivel de significancia de 95% (p<0.05).
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5. RESULTADOS

5.1 Tratamento com AZ inibe o aparecimento de achados dimensionais tomogréaficos em
lesGes apicais de ratos submetidos ao acesso endoddntico experimental

A analise tomogréfica evidenciou que a altura do ligamento periodontal, do lado nao
acessado, nao apresentou diferenca significativa entre os grupos salina e AZ apds sete
(p=0.0778), 14 (p=0.0524), 21 (p=0.2503) ou 28 (p=0.7400) dias (Figura 4A). No lado
acessado, ndo houve diferenca entre os dois grupos no dia sete (p=0.8637), a partir do 14°
(p=0.0195), no 21° (p=0.0003) até o 28° dia (p=0.0003), o grupo salina (0.43+£0.04, 0.60+0.04
e 0.60+0.046 mm, respectivamente) apresentou aumento significativo desta medida em relacédo
ao grupo AZ (0.25+0.05, 0.33+0.02 e 0.25+£0.03 mm, respectivamente) (Figura 4B). Esse
aumento ocorreu significativamente a partir do 21° dia no grupo salina (p<0.0001) em relacdo
ao sétimo dia. Ja no grupo AZ, ndo houve nenhum aumento significativo dessa medida entre

nenhum dos dias analisados (p=0.3462).

Em relacdo a largura do ligamento periodontal, do lado ndo acessado, ndo houve
diferenca significativa entre os grupos salina ou AZ apos sete (p=0.6934), 14 (p=0.0574), 21
(p=0.0783) ou 28 (p=0.0535) dias (Figura 4C). No lado acessado, ndo houve diferenca
significativa entre os dois grupos no dia sete (p=0.9904), apds o0 14° (p=0.0002), 21° (p=0.0004)
e 28° dia (p=0.0007) o grupo salina (1.09+0.06, 1.20+0.09 e 1.37+0.14 mm, respectivamente)
apresentou aumento significativo desta medida em relagédo ao grupo AZ (0.52+0.06, 0.64+0.03
e 0.55+0.07 mm, respectivamente) (Figura 4D). Esse aumento ocorreu significativamente a
partir do 14° dia no grupo salina (p<0.0001) em relacédo ao sétimo dia. J& no grupo AZ, nao foi
observado nenhum aumento significativo dessa medida entre nenhum dos dias analisados
(p=0.3461).

Quanto a profundidade do ligamento periodontal, do lado ndo acessado, ndo houve
diferenga significativa entre os grupos salina ou AZ apos sete (p=0.0605), 14 (p=0.2458), 21
(p=0.1169) ou 28 (p=0.8157) dias (Figura 4E). No lado acessado, ndo houve diferenca
significativa entre os dois grupos apos sete dias (p=0.5707), a partir do 14° (p=0.0009), 21°
(p=0.0020) e 28° (p=0.0003) dia, o grupo salina (0.91+0.05, 0.95+0.06 e 1.27+0.12 mm,
respectivamente) apresentou aumento significativo desta medida comparado ao grupo AZ
(0.65+0.02, 0.62+0.04 e 0.50+0.04 mm, respectivamente) (Figura 4F). Esse aumento ocorreu

significativamente a partir do 14° dia no grupo salina (p<0.0001) em relagao ao sétimo dia. Ja
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no grupo AZ, nao foi observado nenhum aumento significativo dessa medida entre nenhum dos
dias analisados (p=0.3481).
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Figura 4. Analise tomografica em relagdo a altura do lado ndo acessado (A) e acessado (B), largura do lado ndo acessado (C)

e acessado (D) e profundidade do lado néo acessado (E) e acessado (F) da regido apical das raizes mesial e distal do primeiro

molar inferior nos animais tratados com salina ou acido zoledr6nico submetidos ao modelo experimental de leséo apical.

*p<0,05 versus controle no mesmo dia, teste ANOVA-2-way/Bonferroni (mediatEPM).

37



A andlise tomogréfica ainda mostrou, com relagdo a &rea apical do ligamento
periodontal, do lado ndo acessado, que, tanto apos sete (0.18+0.01 vs. 0.13+0.01 mmg2,
p=0.0004) como apds 14 (0.16+0.02 vs. 0.11+£0.01 mm2, p=0.043), 21 (0.17+0.01 vs. 0.12+0.01
mm?2, p=0.0063) e 28 (0.16+0.01 vs. 0.10+0.01 mm?2, p=0.0066) dias, o grupo salina apresentou
maior &rea média que o grupo tratado com AZ (Figura 5A).

No lado acessado, apesar de ndo haver diferenca significativa na area média entre 0s
dois grupos no sétimo dia (p=0.2375), 0 grupo salina apresentou maior area que o grupo AZ no
14° (0.52+0.10 vs. 0.14+0.01 mmz?, p=0.0058), 21° (0.74+0.09 vs. 0.20+0.02, p=0.0004) e 28°
dia (0.71+0.08 vs. 0.19+0.02 mm?, p=0.0003) (Figura 5B). O aumento ocorreu
significativamente a partir do 14° dia no grupo salina (p=0.0014) em relacdo ao sétimo dia. Ja
no grupo AZ, nao foi observado nenhum aumento significativo dessa medida entre nenhum dos
dias analisados (p=0.1384).
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Figura 5. Aspectos tomograficos da regido apical das raizes mesial e distal do primeiro molar inferior nos animais tratados
com salina ou &cido zoledronico submetidos ao modelo experimental de lesdo apical e analise tomogréafica em relacdo a area
da regido apical das raizes mesial e distal do primeiro molar inferior ndo acessado (A) e acessado (B) nos animais tratados com
salina ou 4cido zoledronico submetidos ao modelo experimental de lesdo apical. *p<0,05 versus controle no mesmo dia, teste
ANOVA-2-way/Bonferroni (mediatEPM).

Legenda: area mensurada (pontilhado amarelo).
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5.2 Tratamento com AZ reduz o tamanho histologico das lesdes apicais, porém aumenta a
migracdo de células inflamatdrias durante desenvolvimento de lesbGes apicais em ratos
submetidos a acesso endodontico experimental

Histologicamente, todas as amostras apresentaram necrose pulpar coronaria nos grupos
salina e AZ. Ja a necrose da polpa radicular foi observada significativamente a partir do dia 21
tanto no grupo salina (p=0,044) como no grupo AZ (p=0,037) sem diferenca entre 0s grupos
(Tabela 3). A presenca de reabsor¢do também foi observada significativamente a partir do dia
21 tanto no grupo salina (p=0,016) como no grupo AZ (p=0,031), semelhante a presenca de
abscesso periapical (p=0,042 e p=0,034, respectivamente) sem diferenca entre 0s grupos
(Tabela 3).

Em relagdo ao tamanho da leséo apical, ndo houve diferenca significativa entre os dois
grupos apos sete dias (p=0.7902) e 14 dias (p=0.0802), no entanto, apds 21 (p=0.0278) e 28
(p=0.0163) dias do acesso endoddntico, o grupo salina (659100+162300 e 855800+181800
pm?2, respectivamente) apresentou aumento significativo comparado ao AZ (265600+40170 e
363400+£71610 um?, respectivamente) (Figura 6). O aumento ocorreu significativamente a
partir do 21° dia no grupo salina (p=0.0313), em relacdo ao sétimo dia. J& no grupo AZ nao foi
observado nenhum aumento significativo dessa medida entre nenhum dos dias analisados
(p=0.2876). N&o houve diferenca estatistica no lado ndo acessado entre os dois grupos em
nenhum dos momentos avaliados (p>0.05).

Com relacdo a contagem de PMN, apos sete (p=0.4239) e 14 (p=0.2635) dias apos o
acesso, ndo houve diferenca significante entre os grupos salina e AZ, mas, apos 21 (p=0.0343)
e 28 (p=0.027) dias, o grupo AZ apresentou aumento significativo comparado ao grupo salina
(140.7£37.02 vs 50.60+14.21 e 56.00+£9.83 e 136.40+34.09, respectivamente) (Figura 7A).
Esse aumento ocorreu significativamente a partir do 21° dia tanto no grupo salina (p=0.0025)

como no grupo AZ (p=0.0006) em relacdo ao sétimo dia.

Ja a contagem de MN apresentou um aumento significante do grupo AZ em relacéo ao
grupo salina no dia 14 (22.50£3.96 vs 9.00+2.19, p=0.0137) (Figura 7B). O aumento ocorreu
significativamente a partir do 28° dia no grupo salina (p=0.007) e no 14° dia no grupo AZ
(p<0.0001) em relacdo ao sétimo dia. Adicionalmente, ndo houve diferenca na contagem de
osteoclastos entre os grupos salina e AZ em nenhum dia apds o acesso endoddntico (p>0.05),
apesar dos dados mostrarem uma tendéncia ao aumento no grupo AZ nos dias sete e 21 (Figura
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7C). A presenca de exposi¢do 0ssea, de osteonecrose, bem como lacunas de ostedcitos vazias,

ndo foram encontradas na regido avaliada em nenhum espécime de ambos 0s grupos.

Tabela 3: Analise de dados dicotdmicos quanto a presenca/auséncia de necrose pulpar e

radicular, reabsorcao 6ssea apical e microabscesso em animais tratados com salina ou

acido zoledrénico (AZ) e submetidos ao modelo experimental de periodontite apical.

Tempo (Dias)

p-
7 14 21 28 Valor

Necrose pulpar

coronaria

Salina 8 (100.0%) 8(100.0%)  8(100.0%) 8 (100.0%) 1.000

AZ 8 (100.0%) 8(100.0%)  8(100.0%) 8 (100.0%) 1.000

p-Valor 1.000 1.000 1.000 1.000

Necrose pulpar

radicular

Salina 2 (25.0%) 4 (50.0%) 6 (75.0%)+ 8 (100.0%)t 0.014

AZ 4 (50.0%) 4 (50.0%) 7 (88.0%)1 8(100.0%)t 0.048

p-Valor 0.317 1.000 1.000 1.000

Reabsorcao dssea

apical

Salina 2 (25.0%) 4 (50.0%) 7 (88.0%)+ 8(100.0%)t 0.016

AZ 1 (13.0%) 2 (25.0%) 6 (75.0%)1 7 (88.0%)+  0.031

p-Valor 1.000 0.137 1.000 1.000

Microabscesso

Salina 0 (0.0%) 0 (0.0%) 4 (50.0%)+ 4 (50.0%)1  0.042

AZ 0 (0.0%) 1 (13.0%) 4 (50.0%)+ 5(63.0%)f 0.034

p-Valor 1.000 1.000 1.000 1.000

+p<0,05 versus D7, Fisher's exact test or Pearson's chi-square test (n, %)
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Figura 6. Aspectos histologicos das areas da polpa radicular e leséo periapical e analise em relagdo a area da regido apical das

raizes mesial e distal do primeiro molar inferior dos animais tratados com salina ou &cido zoledrdnico nos dias 7, 14, 21 e 28
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apos o acesso endoddntico. Coloragdo Hematoxilina-eosina 25x. *p<0,05 versus controle no 21° e 28° dia, teste ANOVA-2-
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Figura 7. Fotomicrografias representativas da contagem de células inflamatorias e osteoclastos das reas de lesdo
periapical apds o 7, 14, 21 e 28 dias do acesso endoddntico em animais tratados com salina ou &cido zoledronico.
Coloragdo Hematoxilina-eosina 400x. Analise da contagem de células inflamatérias do tipo polimorfonucleares
(A), mononucleares (B) e osteoclastos (C) nos animais tratados com salina ou AZ e submetidos ao modelo
experimental de lesdo apical (abaixo). *p<0,05 versus controle no mesmo dia, teste ANOVA-2-way/Bonferroni
(mediaxEPM).

Legenda: Polimorfonucleares (seta vermelha), Mononucleares (seta preta) e osteoclastos (seta amarela).

5.3 Tratamento com AZ deprime a razdo RANKL/OPG, como também aumenta a expressao
de TNF-a e NFkB, em ratos submetidos a acesso endodOntico experimental

Com relacdo a imunoexpressdo de OPG, ela foi aumentada apds sete (109.00+21.15 vs
467.60+41.39, P<0.0001), 14 (109.00+21.15 vs 467.60+41.39, p=0.0018), 21 (249.80+37.75
vs 552.30455.72, p=0.0004) e 28 (248.80+56.95 vs 521.00+£61.37, p=0.0004) dias no grupo AZ
em relacdo ao grupo salina (Figura 8A). Esse aumento foi significativo no grupo salina a partir
do 14° dia (p=0.0063), em relacdo ao sétimo dia, e sem variacdo significante no grupo AZ

(p=0.7503). Ja a imunoexpressao de RANKL ndo mostrou diferenca significante apos sete dias
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RANKL

Salina

Salina

do acesso endodontico (p=0.7862), mas, apo6s 14 (148.30+6.41 vs 66.00+11.63, p=0.0001), 21
(49.33+11.35 vs 10.50+4.91, p=0.0175) e 28 (43.00+5.81 vs 1.67+0.56, P<0.0001) dias, ela foi
maior no grupo salina que no grupo AZ (Figura 8B). Tanto no grupo salina (p=0.00054) como

no grupo AZ (p<0.0001) essa imunoexpressdo comecou a reduzir significantemente apds 21

dias em relacéo ao sétimo dia.
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g

D7 D14 D21

Figura 8. Imunomarcacdo de OPG e RANKL das areas de lesdo periapical dos animais tratados com salina ou
acido zoledronico. 400x (& esquerda). Contagem de células positivas para marcacdo de OPG (A) e RANKL (B) na
regido apical em animais tratados com salina ou &cido zoledrdnico. *p<0,05 versus controle no mesmo dia, teste
ANOVA-2-way/Bonferroni (mediatEPM).

A imunoexpressao para NFKB p65 ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos
salina e AZ apos sete (p=0.0716), 14 (p=0.8391) e 21 (p=0.2201) dias do acesso, mas, apds 28
dias, o grupo AZ (286.00+8.76) apresentou maior expressdo que o grupo salina (116.00£25.56,
p=0.0003). No grupo salina, 0 aumento ocorreu significantemente apos o 21° dia, em relacéo
ao setimo dia, retornando aos valores basais apos o 28° dia do acesso. J& no grupo AZ, o
aumento ocorreu significantemente também ap6s 21° dia, em relacdo ao sétimo dia,
permanecendo esses valores elevados apos 28° dia (p<0.0001) (Figura 9A). Ja a
imunoexpressdo de TNF-o ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos salina ¢ AZ apos
sete (p=0.0563), 14 (p=0.0984) e 21 (p=0.4412) dias do acesso, mas, apds 28 dias, o grupo AZ
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(255.30+£32.92) apresentou maior expressdo que o grupo salina (124.00+41.57, p=0.0373)
(Figura 9B). Tanto no grupo salina (p=0.0160) como no grupo AZ (P<0.0001) esse aumento

ocorreu significativamente apds o 21° dia em relacdo ao sétimo dia.
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Figura 9. Imunomarcacdo de NFkB p65 e TNF-a das areas de lesdo periapical dos animais tratados com salina ou
acido zoledronico. 400x (a esquerda). Contagem de células positivas para marcagdo de NFkB (A) e TNF-a (B) na
regido apical de animais tratados com salina ou acido zoledrénico. *p<0,05 versus controle no mesmo dia, teste
ANOVA-2-way/Bonferroni (mediatEPM).

5.4 Tratamento com AZ altera aspectos estruturais e quimicos em ratos submetidos ao
modelo de periodontite apical experimental

As imagens do MEV mostraram que, de forma geral, os animais tratados com acido
zoledroénico apresentaram um menor tamanho da leséo apical quando observadas as imagens
do grupo salina em todos os periodos de tempo analisados. Também é possivel observar um
padrdo menos trabecular, mostrando uma aparéncia 6ssea mais compacta nos animais tratados
com AZ.

Foi visualizado um aspecto mais aprofundado nas areas da leséo apical no grupo salina.

Esse aspecto é bem evidenciado a partir do dia 21 ap0s o acesso endodbntico, em contrapartida,
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0s animais tratados com bisfosfonatos apresentaram uma rarefacdo 6ssea mais superficial.
Também foi possivel observar um aspecto mais pronunciado de microfraturas/trincas no 0sso
circunvizinho a lesdo apical, como também reducéo dos espacos medulares, apos 21 e 28 dias

do acesso endodoéntico no grupo tratado com AZ (Figura 10).

SALINA AZ

Dia 14

Dia 21

Dia 28

Figura 10. — Eletrofotomicrografia da analise por Microscopia Eletronica de Varredura na regido apical de animais tratados
com salina ou AZ ap6s 7, 14, 21 e 28 dias do acesso endoddntico. MEV 200X.
Legenda: Raiz dentéria (R), Leséo apical (LA) e Osso alveolar (AO), zonas de microfraturas/trincas (*).
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Na avalia¢do composicional, foi visto que os valores médios de calcio diminuem na area
da lesdo, em relacdo ao 0sso circunvizinho, tanto no grupo salina como no grupo AZ (Tabela
4). No entanto, no grupo AZ, ha uma diminui¢do maior na area da lesdo quando comparado ao
grupo salina, porém, no 0sso adjacente, os valores de calcio sdo maiores no grupo AZ que no
grupo salina em todos os periodos observados (Tabela 4). Achados semelhantes sdo vistos em
relacdo aos niveis de fosforo e oxigénio (Tabela 4).

Ja em relacdo ao nitrogénio, os valores médios aumentam na area da leséo, em relacdo
a0 0sso circunvizinho, tanto no grupo salina como no grupo AZ (Tabela 4). Esse aumento € um
pouco mais pronunciado nas regides da leséo apical no grupo AZ quando comparado ao grupo
salina, todavia, este fendmeno se inverte na regido do o0sso circunvizinho, onde se observa
maiores niveis de nitrogénio no grupo salina. Esses mesmos achados também sdo observados

qguando avaliados os niveis de carbono (Tabela 4).

Tabela 4: Andlise das quantidades relativas (%) dos &tomos de calcio, fésforo, oxigénio,
nitrogénio e carbono da lesdo apical e 0sso circunjacente em animais tratados com salina

ou AZ e submetidos ao modelo experimental de periodontite apical.

Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
Leséo Osso Leséo Osso Leséo Osso Les&o Osso
apical alveolar apical alveolar apical alveolar apical alveolar
CALCIO (Ca)
Salina 7.93% 19.65% 2.32% 25.98% 1.78% 23.67% 1.59% 18.35%
AZ 1.98% 20.83% 1.64% 28.61% 1.23% 24.75% 0.84% 24.28%
FOSFORO (P)
Salina 3.97% 9.43% 0.95% 11.05% 0.64%  10.90% 0.89% 9.11%
AZ 1.09% 10.21% 1.10% 12.47% 1.15% 11.53% 0.45% 11.32%
OXIGENIO (0)
Salina 37.69%  38.84% 30.56% 35.99%  32.80% 38.86%  32.39% 45.86%
AZ 34.52% 47.55% 31.18% 36.59% 26.44% 39.98% 29.83% 41.38%
NITROGENIO (N)
Salina 15.06% 9.34% 19.79%  7.35% 18.41% 5.91% 18.25% 6.18%
AZ 16.96% 8.03% 19.84% 6.00% 21.77% 4.93% 21.52% 5.72%
CARBONO (C)
Salina 34.55% 21.87% 46.39% 18.97% 45.79% 25.71% 45.99% 19.49%
AZ 44.61% 20.48% 45.05% 15.49% 47.80% 17.99% 46.67% 16.43%

Dados expressos em forma de média percentual.
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6. DISCUSSAO

O ntmero de prescri¢des de bisfosfonatos é crescente a cada ano, com amplas indica¢es
que vao desde a osteoporose a tratamentos oncologicos. O uso clinico disseminado se da devido
a sua capacidade antirreabsortiva, capaz de inibir a dissolucdo dos cristais de hidroxiapatita
(RUSSELL et al., 2008). Logo, doencas de envolvimento ésseo podem sofrer influéncia direta
do uso dessa medicacdo, como € o caso de algumas doencas orais.

Atualmente, ainda ha poucas evidéncias sobre o real impacto da administracdo dos BFs
em diversas doencas orais, como a periodontite apical. Devido ao seu mecanismo de acéo, esses
farmacos podem influenciar diretamente tanto na biologia do desenvolvimento, no processo de

reparo, no progndstico como no tratamento da periodontite apical.

O presente estudo buscou investigar se 0 uso sistémico de &cido zoledrénico pode
influenciar no processo de desenvolvimento da periodontite apical, pois esta € de cunho infecto-
inflamatorio, associada a destruicdo 6ssea local, fatores estes influenciados com o uso de
bisfosfonatos (XIONG et al., 2010).

Varios estudos empregam o modelo de periodontite apical experimental induzida, feito
a partir da exposicdo pulpar a microflora oral, levando a infeccdo (STASHENKO; TELES;
D’SOUZA, 1998). Alem disso, o farmaco, a dose e a sua via de administracdo adotada foram
baseados nos conceitos utilizados no estudo de de Barros Silva et al. (2015) que utilizou dose

e via de administracdo compativeis com o uso clinico deste farmaco.

Né&o foram visualizadas lacunas de ostedcitos vazias, bem como 0sso exposto ou sinais
de osteonecrose dos maxilares nos periodos e dose avaliados. Corroborando com os achados
deste trabalho, no estudo de Franca et al., (2017), ndo foi observada a presenca de osteonecrose,
nem alteracbes morfoldgicas sugestivas da condicdo em ratos tratados com AZ com
periodontite apical induzida ap6s quatro e oito semanas. Achados semelhantes foram
observados em animais tratados com alendronato na periodontite apical em ratas
ovariectomizadas, onde ndo foi evidenciada osteonecrose (XIONG et al., 2010). Em outro
estudo, a periodontite apical experimental associada ao uso de AZ ndo causou diretamente a
osteonecrose, mas exacerbou o quadro de necrose 6ssea apos exodontias (SONG et al., 2016).

A maioria dos procedimentos de extracdo dentaria sdo resultados de doencas infecto-

inflamatdrias, como a periodontite e/ou a periodontite apical, que se tornaram irreparaveis.
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Estas doencas inflamatorias preexistentes podem predispor e/ou exacerbar as areas afetadas
para desenvolvimento de ONMB mesmo antes da extragdo destes elementos dentarios
(CHEONG et al., 2014).

Na maioria dos estudos em que ha incidéncia de osteonecrose, apesar de baixa, quando
comparado a estudos experimentais que utilizam a exodontia como fator precipitante da
osteonecrose, a dose utilizada esta bem acima do empregado neste estudo (ndo compativel com
0 uso clinico), assim como o periodo de avaliacdo é mais avangado (KANG et al., 2013;
WAYAMA et al., 2015; PACHECO et al., 2018). Sabe-se que a ocorréncia de osteonecrose
dos maxilares esta diretamente relacionada ao farmaco, dose, tempo e fator precipitante (de
BARROS SILVA et al., 2015; SONG et al., 2016).

Portanto, as divergéncias quanto a prevaléncia de ONMB nos estudos podem ser
explicadas pela variagdo da dose e tempo avaliado, como também pelo método de diagndstico
utilizado, em que muitas vezes s6 a presenca de lacunas de ostedcitos vazias é considerada, sem
citar a presenca ou nao de 0sso exposto. Vale ressaltar também que este modelo ndo mimetizou
traumas gerados por instrumentacdo e tratamento endoddéntico, o que, talvez, pudesse
influenciar na ocorréncia de osteonecroses tardias, ou seja, apds o periodo de tempo avaliado
de 28 dias.

No modelo experimental do presente estudo, constatou-se que o tratamento com acido
zoledrénico altera o desenvolvimento da PA e levou a uma menor perda 6ssea periapical quando

comparado ao grupo controle, como demonstrado nas avaliacGes imaginoldgicas e histolégicas.

Xiong et al. (2010) avaliaram o efeito do tratamento com alendronato na periodontite
apical em ratas ovariectomizadas, sendo observada uma perda 6ssea reduzida com 28 dias apds
a inducdo da lesdo. Kang et al. (2013) mostraram que o &cido zoledrénico, em altas doses, 0
equivalente a um ano de tratamento, por via intraperitoneal, levou a uma diminuicdo no

tamanho da lesdo apical apds oito semanas.

Wayama et al., (2015) avaliaram o efeito do tratamento com &cido zoledr6nico aplicado
por guatro semanas em ratas ovariectomizadas na periodontite apical, sendo observada uma
reducdo da perda dssea apds 30 dias da inducdo da lesdo. Outros estudos também mostraram
que animais tratados com acido zoledrénico apresentaram inibicdo da perda Ossea apical
experimentalmente induzida (FRANCA et al., 2017; PACHECO et al., 2018).
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A inibicéo da reabsorcéo radicular no grupo tratado com AZ pode ser explicada pela sua
facil incorporacédo no tecido mineralizado, como também pela sua disponibilidade por grandes
periodos de tempo no tecido 6sseo. Além disso, o farmaco atua diretamente nos osteoclastos,
levando a inibicdo/apoptose dessas células e, indiretamente, em osteoblastos, estimulando-os
(TROELTZSCH et al., 2014; MARTINS et al.,.2015).

No presente trabalho, também foi observado um aumento da atividade inflamatoria
aguda a partir do 21° dia durante o desenvolvimento de lesdes apicais em ratos submetidos a
acesso endodontico, tanto no grupo salina como no grupo AZ. Este aumento foi significativo
no grupo tratado com acido zoledrénico quando comparado ao grupo salina. Ainda foi
evidenciado um aumento significativo de células mononucleares no grupo tratado com AZ no

1490 dia ap6s o acesso endodontico.

Pacheco et al., (2018) relataram intenso infiltrado inflamatério agudo em ratos tratados
com AZ em altas doses apds inducdo da periodontite apical experimental num periodo de oito
semanas. Song et al., (2016) mostraram intenso infiltrado inflamatério no apice dental de

animais tratados com AZ ap06s 21 dias da inducdo da lesdo apical.

De Barros Silva et al. (2015) relataram um aumento de ceélulas inflamatorias
polimorfonucleares em ratos tratados com AZ ap6s 28 dias de exodontia experimental. Outro
estudo demonstrou um aumento no numero de polimorfonucleares neutréfilos em ratos tratados
com AZ submetidos a exodontia dentéaria (de BARROS SILVA et al., 2016). Em outro trabalho,
que utilizou um modelo de periodontite experimental, os ratos tratados com AZ também
demonstraram aumento no namero de células polimorfonucleares quando comparados ao grupo
controle (de BARROS SILVA et al., 2017).

O aumento do nimero de neutréfilos no local da lesdo favorece o estresse oxidativo,
devido ao aumento de espécies reativas de oxigénio associadas a liberacdo de citocinas pro-

inflamatdrias, o que, consequentemente, propicia a ocorréncia da necrose dssea a longo prazo.

Este estudo ndo mostrou diferenga na contagem de osteoclastos entre os grupos salina e
AZ em nenhum dia ap6s o0 acesso endoddntico apesar de inibir a reabsorgdo 6ssea. Alguns
trabalhos também nédo evidenciaram diferencas no numero de células osteoclasticas apds
tratamento com BF na periodontite apical induzida (KANG et al., 2013). Também ndo foi
evidenciado o aumento dessa célula em mandibulas de animais que receberam &cido

zoledrdnico sem nenhuma intervencdo associada (MOLON et al., 2014).
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Anteriormente, j& foi demonstrado que ha reducdo do nimero de células osteoclasticas
na regido apical em animais que receberam alendronato, o que justificaria a reducéo da perda
0ssea no local (XIONG et al., 2010).

Contudo, ha divergéncias, na literatura, em relacdo a este achado. Song et al. (2016)
relataram um aumento no nimero dessas células apds tratamento com &cido zoledrdnico no
mesmo modelo. O aumento de células TRAP+/ osteoclésticas também j& foi observado em um
outro estudo experimental envolvendo bisfosfonatos e modelo de osteonecrose experimental
induzido por exodontia (de BARROS SILVA et al.,2016).

Essa variacdo de resultados pode ser explicada devido aos diferentes tipos de BFs
avaliados, doses, via de administracdo, momento da avaliacdo, como também ao método
empregado para analise. Essa elevacdo no nimero de osteoclastos parece estar relacionada a

ocorréncia de osteonecrose, o que ndo foi observado neste estudo.

Sabe-se que os bisfosfonatos inibem diretamente as células osteoclasticas, em
contrapartida, o processo natural da patogénese da PA envolve o estimulo de mediadores pré-
inflamatdrios no local da doenca. No presente estudo, foi visto ainda uma elevacdo de TNF-a,
e NFkB somente ap6s 28 dias, estes mediadores também estimulam a reabsorcéo dssea a partir
da proliferacdo de osteoclastos, portanto, talvez, em um periodo maior que 28 dias, um aumento
do numero de osteoclastos no sitio da lesdo pudessem ser encontrados nos animais tratados com
AZ.

Estudos anteriores, utilizando animais tratados com AZ em um modelo de osteonecrose
associado a exodontias, relataram um aumento significativo da imunomarcacao para TNF-o e
NFkB quando comparado ao grupo controle (de BARROS SILVA et al., 2016). Em um estudo
de periodontite experimental também foi observado o0 aumento de imunomarcacdo para TNF-o
e NFkB, bem como outros mediadores pro-inflamatérios, em animais tratados com acido
zoledroénico (de BARROS SILVA et al., 2017). Sabe-se que a quimiotaxia de neutrofilos esta
associada a niveis elevados de mediadores inflamatdrios, como IL-1 e 0 TNF-a, como também
0 aumento de neutrofilos contribuem para a elevagdo dos niveis de espécie de reativas de
oxigénio, o que leva ao estimulo da migracdo de mais células inflamatorias (KUIPER JWP,
FORSTER C, SUN C, et al., 2012).
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Nos animais tratados com AZ, a imunomarcagédo para OPG mostrou-se elevada durante
todos os periodos avaliados. J& os niveis de RANKL foram maiores no grupo salina ap6s 14

dias da inducéo da lesdo endodontica.

Células periodontais tratadas com bisfosfonatos apresentaram maiores niveis de OPG e
menores de RANKL (TIPTON, SESHUL, DABBOUS, 2011). Em um estudo que avaliou 0s
niveis séricos plasmaticos de RANKL e OPG em pacientes com osteonecrose dos maxilares,
foi observado que os niveis de RANKL eram menores e os de OPG foram mais altos nesses
pacientes quando comparados ao controle saudavel. Porém, esses valores ndo apresentaram
diferencas significantes quando avaliado os diferentes estagios da osteonecrose dos maxilares
(BAGAN et al., 2017). Cankaya et al. (2013) relataram que ratos tratados cronicamente com
zoledronato exibiram valores de RANKL reduzidos e niveis aumentados de OPG na regido de

mandibula de ratos sem nenhum tipo de interveng&o.

Su et al. (2015) observaram aumento nos niveis de OPG e reducdo de RANKL em
animais tratados com AZ e dexametasona ap0s a exodontia do primeiro molar. Outro estudo,
que utilizou AZ de forma cronica por 14 semanas, em ratos submetidos a exodontia, mostrou
uma reducdo da expressio de RANKL e da razdo RANKL/OPG nos animais que
desenvolveram osteonecrose ou ndo quando comparados ao grupo controle. Essa reducéo foi

mais evidente nos animais que desenvolveram a osteonecrose (KIM et al., 2016).

Em relacdo a analise microestrutural, observada por MEV, pode-se observar diferencas
em relacdo a extensdo e profundidade na regido da lesdo apical, como também achados
semelhantes a microtrincas na regido do 0sso circunvizinho de animais tratados com AZ.
Também foram verificadas alteracdes na proporcao de célcio, fésforo, oxigénio, nitrogénio e
carbono nas regides no periapice dentario nos animais tratados com AZ e submetidos ao acesso
endodéntico. A reducdo de calcio na lesdo apical, bem como 0 aumento de oxigénio e de fésforo
no 0sso podem estar associados a retencao desses ions no 0sso em funcdo da interrupcao da

reabsorcéo 6ssea promovida pelo &cido zoledronico.

Kim et al., (2016) avaliaram a presenga de microtrincas através de MEV em amostras
de ratos tratados com AZ submetidos a extracdo dentaria, onde foi visto um aumento destes
achados, tanto em animais que desenvolveram ou ndo a osteonecrose. Achado semelhante foi
encontrado noutro estudo que avaliou amostras de 0sso de pacientes que fizeram uso de BF,

sendo observado um aumento no numero de fissuras como resultado ao uso destes
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medicamentos, principalmente em pacientes que desenvolveram osteonecrose (HOEFERT et
al., 2009).

Essa alteragdo poderia estar relacionada a um favorecimento da contaminacio
bacteriana no local, predispondo a ocorréncia de infecgdes, fistula e exposicdo Ossea nos
maxilares. Adicionalmente, a supressdo da remodelacdo 6ssea causada pelo uso de BF poderia
levar a um acimulo de microdanos no tecido 6sseo (HOEFERT et al., 2010). Entretanto, a falta
de estudos que avaliam 0s aspectos microestruturais e composicionais dos maxilares sob uso

de bisfosfonatos ndo nos permite inferir maiores consideragoes.

Foi observado que ndo houve grandes variagdes composicionais em ratos tratados com
AZ submetidos a fratura 6ssea de fémur experimental, apesar de ser possivel observar reducdes
dos niveis de calcio e fosforo na regido de fratura quando comparado com regido ndo fraturada.
No entanto, também foi visto um aumento da rigidez e diminuicdo da porosidade na area de
cicatrizacdo da fratura. Porém, o nimero reduzido de amostras foi uma grande limitacdo do
estudo (PERDIKOURI, TAGIL, ISAKSSON, 2015). Outros estudos, usando EDS ou outros
métodos de medicdo, relataram niveis de composicdo mineral dssea de Ca (20-27%), P (10,5-
12,5%) semelhantes aos encontrados neste estudo (AKESSON et al., 1994).

O osso é um tecido com propriedades biomecéanicas determinadas por sua estrutura e
contetdo organico/mineral, que, por sua vez, pode variar dependendo do local anatémico ou
idade do tecido. Os bisfosfonatos, além de inibir os osteoclastos, retardar ou diminuir a
reabsorcdo 6ssea, causam um aumento da mineralizacdo tecidual média (BURR et al., 2003).
Aumentos na mineralizacdo causam fragilidade ao tecido, o que o torna mais propenso a iniciar
microfissuras e também reduz sua capacidade de absorcdo de energia, tornando-o mais
propenso a fraturas. Alteragfes nas caracteristicas minerais podem contribuir para uma melhor

compreensdo de doencas 0sseas e, até mesmo, dos possiveis efeitos adversos do tratamento.

Os estudos existentes com bisfosfonatos associados a periodontite apical baseiam-se na
avaliacdo da predisposicdo e ao risco de osteonecrose dos maxilares e ndo sua possivel
modificacdo da resposta inflamatdria no desenvolvimento desta patogénese, como demonstrado
no presente estudo. N&o existe na literatura, até o presente momento, trabalhos que avaliem a
progressdo do desenvolvimento da lesdo apical associado ao uso de bisfosfonatos, como o acido

zoledronico. Limitacbes, como diferentes bisfosfonatos, doses, via de administragéo,
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inviabilizam a comparagdo dos resultados oriundos destes estudos com diferentes

metodologias.

Apesar dos BFs reduzirem a reabsorcéo 6ssea, vale ressaltar que estes alteram o perfil
celular inflamatorio e causam um desequilibrio do eixo RANKL/OPG nas fases iniciais deste
modelo, como elevacdo posterior de TNF-o ¢ NFkB. Isto, a longo prazo ou aliado a fatores

adicionais, pode predispor a ocorréncia de osteonecrose.

Sendo assim, destaca-se a necessidade de estudos crénicos com periodos de avaliacao
maiores e traumas adicionais, como irrigagéo e instrumentagdo endodontica, e que investiguem

outros mediadores inflamatdrios associados a osteonecrose dos maxilares.
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7. CONCLUSAO

O é&cido zoledronico utilizado de forma sistémica alterou o desenvolvimento da
periodontite apical experimental induzida em ratos.

Nenhum animal apresentou aspectos compativeis com a osteonecrose dos maxilares. O
tratamento com AZ levou a uma reducdo da reabsorcdo 6ssea periapical induzida. Também
elevou o influxo de PMN apds 21 e 28 dias, e de MN ap6s 14 dias, bem como desregulou o
eixo RANL/OPG em todos os periodos de tempo avaliados, como elevacao tardia, apds 28 dias,
de TNF-o ¢ NFkB. Ademais, o uso de BF parece alterar a estrutura 6ssea pelo aumento de

microtrincas, diminui¢do dos espacos medulares e alteracdo da sua composicéo.
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