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Figueiredo LR. Influéncia do Zoledronato de sodio no reimplante dentario tardio.
Estudo histométrico em ratos [tese]. Aracatuba: Faculdade de Odontologia da
Universidade Estadual Paulista; 2023.

RESUMO

O grande desafio nos casos de reimplante dentario tardio é a reabsorgéao radicular que
pode levar a perda do dente reimplantado. Para isso novas pesquisas buscam meios
para o seu controle e assim melhorar o prognostico desses dentes. Drogas como os
bisfosfonatos (BF), que possuem efeito antirreabsortivo no tecido 6sseo, também
poderiam contribuir para o controle da reabsor¢cdo radicular apds traumatismo
dentario. Esse estudo se propds assim, a estudar o efeito do acido zoledronico (ZOL)
no processo de reparo do reimplante tardio de dentes de ratos. Para isso foram
utilizados 40 ratos que tiveram o incisivo superior direito extraido e mantido em meio
seco por 60 minutos. Na sequéncia a superficie radicular foi limpa com gaze embebida
em soro fisiolégico e os dentes foram divididos em 4 grupos de dez. No grupo C
(Controle), os dentes foram entdo imersos em 10ml de soro fisiologico por 10 minutos,
seguido de remogao da polpa, preenchimento do canal com hidroxido de calcio
(CAOH) e confecgao de um “plug” apical com cimento MTA. O tempo decorrido para
o tratamento endodéntico foi de 10 minutos. No grupo BC (ZOL como curativo de
canal), os dentes foram imersos em 10ml de soro fisiologico por 10 minutos, e os
canais radiculares foram preenchidos com ZOL. No grupo BSI (ZOL sistémico) os
dentes foram imersos em 10ml de soro fisiologico por 10 minutos e os canais
radiculares foram preenchidos com CAOH. Os animais receberam por via
intraperitoneal, dose de ZOL a 100 ug/Kg em 0,45 ml de NaCl a 0,9%, logo apds o
reimplante e 1 semana depois. No grupo BSP (ZOL na superficie radicular), os
dentes foram imersos em 10ml de ZOL (30 uM) por 10 minutos e os canais radiculares
foram preenchidos com CAOH. Todos os dentes foram entdo reimplantados e os
animais receberam dose unica de 20.000 Ul de penicilina G benzatina. A eutanasia
foi realizada apds 60 dias, para processamento histologico. As Iaminas obtidas foram
coradas pela hematoxilina e eosina para analise histolégica e histométrica. Os
resultados demonstraram que os grupos BSP e BC apresentaram menor
comprometimento pela reabsorc¢ao radicular (reabsorgao total) do que o grupo C. O
grupo BSP apresentou também, menor comprometimento pela reabsorgéo
inflamatoria (p<0,05). Pode-se concluir que uso do ZOL sobre a superficie radicular e



como curativo de canal foi mais favoravel ao reparo do dente reimplantado e que o

uso sistémico nao influenciou o reparo do dente reimplantado.

Palavras-chave: Reimplante dentario. Bisfosfonatos. Reabsorgao radicular.



Figueiredo LR. Influence of sodium zoledronate on late dental reimplantation.

Histometric study in rats [tese] — Aragatuba: Sdo Paulo State University (Unesp); 2023.

ABSTRACT

The biggest challenge in cases of late dental reimplantation is root resorption, which
can lead to loss of the reimplanted tooth. To this end, new research is looking for ways
to control it and thus improve the prognosis of these teeth. Drugs such as
bisphosphonates (BF), which have an antiresorptive effect on bone tissue, could also
contribute to the control of root resorption after dental trauma. This study thus proposed
to study the effect of zoledronic acid (ZOL) on the repair process of late reimplantation
of rat teeth. For this purpose, 40 rats were used, with their right upper incisor extracted
and kept in a dry environment for 60 minutes. The root surface was then cleaned with
gauze soaked in saline solution and the teeth were divided into 4 groups of ten. In
group C (Control), the teeth were then immersed in 10ml of saline for 10 minutes,
followed by removal of the pulp, filling of the canal with calcium hydroxide (CAOH) and
creation of an apical “plug” with MTA cement. The time taken for endodontic treatment
was 10 minutes. In the BC group (ZOL as root canal dressing), the teeth were
immersed in 10ml of saline for 10 minutes, and the root canals were filled with ZOL. In
the BSI (systemic ZOL) group, the teeth were immersed in 10ml of saline for 10
minutes and the root canals were filled with CAOH. The animals received an
intraperitoneal dose of ZOL at 100 pg/kg in 0.45 ml of 0.9% NaCl, immediately after
reimplantation and 1 week later. In the BSP group (ZOL on the root surface), teeth
were immersed in 10ml of ZOL (30 pM) for 10 minutes and the root canals were filled
with CAOH. All teeth were then reimplanted and the animals received a single dose of
20,000 IU of benzathine penicillin G. Euthanasia was performed after 60 days, for
histological processing. The slides obtained were stained with hematoxylin and eosin
for histological and histometric analysis. The results demonstrated that the BSP and
BC groups presented less impairment due to root resorption (total resorption) than
group C. The BSP group also presented less impairment due to inflammatory
resorption (p<0.05). It can be concluded that the use of ZOL on the root surface and
as a root canal dressing was more favorable to the repair of the reimplanted tooth and

that systemic use did not influence the repair of the reimplanted tooth.



Keywords: Dental reimplantation. Bisphosphonates. Root resorption.
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1 INTRODUGAO

A avulsao dentaria € definida por total deslocamento do elemento dental para
fora do alvéolo, ocorrendo rompimento do feixe vasculo-nervoso e exposi¢cao da
superficie radicular e ligamento periodontal ao meio externo. Por esses motivos esse
tipo de lesdo é considerado uma das mais severas dentro do estudo das lesdes de

traumatismos dentoalveolares’2.

O tratamento mais indicado nesses casos é o Reimplante do elemento dental;
reposicionando o dente em sua posigdo no alvéolo®#. Existem alguns fatores que
influenciam no prognadstico do tratamento, sendo os mais importantes: Tempo extra-
alveolar, meio de conservagdo utilizado e niveis de contaminagéo®. O tratamento
proposto pode apresentar algumas consequéncias como anquilose e reabsor¢ao
radicular, sendo estas indesejadas, que frequentemente causam a perda do dente em

até 5 anos®.

As células responsaveis pelas reabsorgdes 0ssea e dentaria possuem grande
semelhanga no que diz respeito a morfologia e fung&o. Por esse motivo, entdo, afirma-
se que o processo de reabsorgdo destas estruturas é semelhante’. Considerando isso,
drogas com fungéo de inibir a reabsorgcéo éssea poderiam também ser efetivas em

casos de reabsorgao dentaria.

Os BF s&o agentes de baixo peso molecular formados a partir do acido
bisfosfénico, um analogo do pirofosfato em que dois atomos de fésforo sédo ligados
por um atomo de carbono, que atuam se ligando a superficie do fosfato de calcio®.
Existe uma grande familia de compostos BF que vém sendo usados ou desenvolvidos
para o tratamento de doengas Osseas que mostram atividade osteoclastica
aumentada, tais como a doenga de Paget®, complicagdes de metastases osseas'”,
hipercalcemia de malignidade'", e osteoporose’?13.

Os efeitos dos BF ocorrem em trés niveis: tecidual, celular e molecular'. No
nivel tecidual promove a redugcédo do turnover 6sseo, como se demonstrou com a
utilizacdo de marcadores bioquimicos. Os BF reduzem a extensdo das regides em
reabsorgdo e a profundidade nas areas erodidas'®'® .No nivel celular os BF reduzem
a atividade osteoclatica: a) pois inibem o recrutamento destas células para a superficie
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0ssea, b) inibe a atividade celular, c) reduz o tempo de vida celular pela indugéo a

apoptose, d) e altera a troca mineral na forma fisico-quimica.

A utilizagdo deste medicamento para o tratamento de traumatismos dentarios
tem sido estudada sendo os mais utilizados os BF de segunda geragdo como o

Alendronato de Sédio®'7-'°, e os de terceira geragdo, como o acido Zoledronico?°-2".

A acado dos BF usados topicamente sobre a raiz ja é conhecida em alguns
estudos no traumatismo dentario'® e em outras situagées’®??23, e inibem a reabsorgéo
da raiz, uma vez que ligado a superficie pode inibir a agdo dos odontoclastos'®?4. A
afinidade dos BF pelo fosfato de calcio e sua ligagéo preferencial com a hidroxiapatita
nos 0ssos e dentes leva a uma rapida absorcdo pelos tecidos calcificados. A
deposicédo dos BF ¢ liberada de novo apenas apds a reabsorgao tecidual. Assim, o
tratamento tépico com BF poderia ser efetivo por um periodo maior de tempo'’. O
conduto radicular também constitui importante via de administracdo de drogas para
os casos de traumatismo dentarios. A vantagem de utilizar a droga como curativo de
canal seria obter um reservatério que poderia ser renovado periodicamente,

proporcionando um periodo maior de protecao a raiz contra a reabsorgao radicular®.

Existem poucos estudos relacionados ao uso do ZOL como curativo de canal
e os resultados ainda ndo permitem uma definicdo de sua efetividade no traumatismo
dentario.?® A possibilidade de utilizar essa droga em periodos tardios do reparo de um

dente reimplantado justifica o desenvolvimento de novos estudos.

Nada é sabido também sobre sua influéncia no traumatismo dentario quando
utilizado na forma sistémica. O ZOL, o mais potente dos bisfosfonatos, tem sido
indicado para controle e tratamento de lesdes neoplasicas e metastases dsseas?®. No
entanto, doses baixas a moderadas de ZOL também s&o indicadas para o tratamento
de osteoporoses®’. Tais condi¢cdes tém se tornado cada vez mais frequente na
atualidade, por conta de alguns habitos e da maior expectativa de vida da populagao.
N&o é dificil que essa parcela da populagao seja acometida por traumatismo dentario
e nada é sabido se haveria alguma influéncia no processo de reparo de um dente

reimplantado.

Embora ja existam trabalhos que demonstrem o efeito positivo do uso topico
dos BF no processo de reparo de determinadas condi¢cdes de reimplante dentario, a

literatura ainda carece de detalhes sobre como seria essa influéncia?®. Assim,
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acreditamos ser oportuno a realizacdo deste trabalho visando um maior

esclarecimento sobre a melhor forma de emprego do ZOL.



?/wm £z
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2 PROPOSIGAO
Objetivo geral

Avaliar o processo de reparo apos o0 uso topico ou sistémico do ZOL no reimplante
tardio de dentes de ratos.

Objetivo especifico

Analisar histologicamente o processo de reparo do ligamento periodontal e
ocorréncia de reabsorc¢des radiculares de dentes submetidos ao reimplante tardio, em
ratos que receberam a administracéo topica ou sistémica do ZOL.



Wntosinis o métadas
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Experimento in vivo: Reimplante dentario em ratos

Este trabalho foi realizado apds sua metodologia ser analisada e aprovada pela
Comissédo de ética na experimentacdo animal da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba UNESP. (ANEXO A)

3.1.1 Animais

Para a realizagdo deste trabalho foram utilizados 40 ratos (Rattusnorvegicus
Wistar) machos com peso corporal entre 250 e 300 gramas, divididos em quatro
grupos com 10 animais cada. Os animais foram obtidos e mantidos no biotério da
Faculdade de Odontologia de Aragatuba — UNESP, durante todo o periodo do
experimento, com ragao soélida (Mogiana Alimentos S.A.) e agua a vontade com
excecgao das 12 horas pré-operatdrias onde o animal permanecera em jejum. Nos 3
dias pds-operatdrios a racao foi triturada.

3.1.2 Anestesia dos animais

Previamente a execugdo dos procedimentos experimentais os animais
receberam como relaxante muscular a xilazina (10 mg/kg, Coopazine; Coopers, Sao
Paulo, Brasil) e para a anestesia o cloridrato de quetamina (70 mg/kg, Vetanarcol;
Laboratérios Konig, Buenos Aires, Argentina); ambas as drogas administradas por via

intramuscular (I.M.).

3.3.3 Indugao da Avulsao dentaria

Realizada a antissepsia da porcado anterior da maxila com
polivinilpirrolidona-iodo (Riodeine — Ind Farmac. Rioquimica Ltda), sindesmotomia,
luxacdo e extragdo do incisivo superior direito (ICSD) com auxilio de instrumental
especialmente adaptado. Os dentes foram mantidos em meio seco sobre bancada por
um periodo de 60 minutos. Os dentes foram entdo limpos com gaze embebida em
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soro fisiolégico antes de receberem diferentes tipos de tratamento de acordo com

cada grupo.
3.3.4 Grupos Experimentais e tratamento com Zoledronato de Sédio

Os 40 animais foram divididos em 4 grupos experimentais, com periodo de
observacao de 60 dias:

e Grupo C - Controle: No grupo C (Controle), os dentes foram imersos em 10ml
de soro fisiolégico por 10 minutos. Tiveram a papila dentaria e o 6rgao do esmalte
seccionados com lamina de bisturi n°15 (EMBRAMAC Exp. E Imp) e a polpa removida
por via retrograda com auxilio de lima endoddntica tipo Kerr n® 25, ligeiramente
curvada. Os canais foram irrigados com soro fisiolégico e o liquido intracanal aspirado
com seringa Luer Look acoplada em agulha 25X6 (Injex, Ourinhos, Sdo Paulo, Brasil)
e secos com cones de papel absorvente (Dentsply, Petrépolis, Rio de Janeiro, Brasil).
Na sequéncia os canais foram preenchidos com pasta de hidréxido de calcio
(Dentsply, Petrépolis, Rio de Janeiro, Brasil) e propileno glicol, por via retrograda,
acondicionada em seringa Luer Look de 1ml com agulha 25X6. O curativo foi
posicionado respeitando-se o limite de 4mm aquém do apice radicular. Na porgao
apical do canal e sobre o curativo de hidroxido de calcio, foi confeccionado um “plug”
com cimento MTA (Angelus, Londrina, Parana, Brasil) que preencheu os 4 mm apicais
do canal radicular. O cimento foi obtido a partir da mistura de uma medida de p6 com
uma gota de agua destilada, espatulado por 30 segundos até a homogeneizagéo dos
componentes, sendo posteriormente levado ao canal com espatula metalica e
acamado com a ajuda de condensadores. O tempo decorrido para o tratamento
endodontico foi de 10 minutos.

e Grupo BC - Zoledronato como medicagao intracanal: os dentes foram
imersos em 10ml de soro fisiologico por 10 minutos e receberam o mesmo
tratamento endodéntico do grupo C, porém os canais radiculares foram
preenchidos com ZOL a 30 yM (veiculado em carboximetilcelulose) (Farmacia
de manipulagao Aphoticario. Aragatuba, SP. Brasil).

e Grupo BSI - Zoledronato como medicacao sistémica: os dentes foram

imersos em 10ml de soro fisioldgico por 10 minutos e receberam o mesmo tratamento

endodéntico do grupo C. Os animais receberam por via intraperitoneal, uma dose de
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ZOL a 100 pg/Kg em 0,45 ml de NaCl a 0,9% (Sigma Chemical®, St. Louis, MO, USA)

logo apds o reimplante e outra 1 semana depois.

o Grupo BSP - Zoledronato como tratamento de superficie radicular:
os dentes foram imersos em 10ml de ZOL a 30 yM (Sigma Chemical®, St. Louis,
MO, USA) por 10 minutos e receberam o mesmo tratamento de endoddntico do
grupo C.

3.3.5 Indugao do Reimplante

Apés o tratamento, os dentes extraidos de todos os grupos foram
reimplantados em seus respectivos alvéolos, com preparo prévio do mesmo, por meio
de curetagem com auxilio de cureta cirurgica e irrigados com soro fisiologico.
Nenhuma contencao foi realizada. Apos o reimplante, todos os animais receberam
dose unica de 20.000 U.I de penicilina G benzatina (Fontoura Wyeth S.A. — Sdo Paulo
— Brasil) por via intramuscular. Os animais foram acompanhados até se recuperarem

da anestesia antes de retornarem ao biotério.
3.3.6 Eutanasia e processamento histolégico

Apods 60 dias a eutanasia dos animais ocorreu por meio de sobredosagem
anestésica. A maxila direita foi separada da esquerda na linha mediana com o
emprego de uma lamina de bisturi n® 15 (Embramac Exp. E Imp.). Um corte com
tesoura reta na porcao distal do 3° molar possibilitou a obtengcdo da area da maxila
contendo o dente avaliado com o trauma. As maxilas foram imediatamente dissecadas
e colocadas em solugao fixadora por 24 horas. A descalcificacdo das maxilas foi
realizada por meio EDTA (Acido etilenodiamino tetra-acético) a 10% (Sigma Chemical
Co. St. Louis, MO, EUA) em PBS. As pecas anatdbmicas dissecadas, apos
descalcificagdo, passaram por desidratacdo em solugbes de alcoois em
concentragdes crescentes, diafanizadas em solugdes de xilol, com, e seguidamente
impregnadas em parafina de baixa fusdo (56-58 °C) com trés trocas de parafina, de
uma hora cada. Ao final, foram alocadas em blocos de madeira para adaptagdo em
micrétomo (Leica — Aristoplan, Alemanha), onde foram coletados os cortes
histolégicos do ICSD com 4 ym de espessura no sentido transversal, apds para
adaptagdo na lamina histolégica, foram colocados em banho-maria (40-50 °C) e

recolhidos nas laminas revestidas de poli-L-lisina, sendo dois cortes por |lamina com
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diferenga de 40 um entre eles. Os cortes histoldgicos foram utilizados para a coloragéo
no método de Hematoxilina-eosina (HE).

3.3.7 Coloragao Hematoxilina e Eosina

Apos a obtencao dos cortes, a parafina foi eliminada através do processo de
desparafinizagdo com xilol (em trés banhos de xilol por 5, 10 e 15 minutos cada);
hidratagdo com sequéncias decrescentes de alcool 90%, 70%, 50% e lavagem em
tampéo fosfato (PBS) 0,1 M, pH 7,4 (cada lavagem com durag¢do de 10 minutos). As
laminas foram entdo imersas em solugcdo de hematoxilina durante 3 minutos e lavadas
com agua corrente. Em seguida, imersas em eosina por 25 segundos e lavadas em
agua destilada. Posteriormente, apds a secagem a temperatura ambiente, as [aminas
foram montadas com meio de montagem (Entellan, Merckmillipore, HE, Alemanha) e

laminula de vidro.

3.4 Analise histoldgica

A analise histoldgica foi realizada com auxilio de microscépio éptico (Axiolab—
Zeiss, Alemanha), e em fungcdo da anatomia, somente a face lingual da raiz foi
considerada por conter o ligamento periodontal e a camada de cemento. Foram
analisadas as caracteristicas do ligamento periodontal, osso alveolar, cemento e
dentina, além da ocorréncia de reabsorcao inflamatéria, anquilose e reabsorgao por

substituicdo ao longo de toda superficie radicular.

3.5 Analise histométrica

O corte transversal foi capturado por meio de uma camera AxioCam MRc5 (Carl
Zeiss do Brasil LTDA, Rio de Janeiro, Brasil) acoplada a um EstereomicroscopioStemi
2000 C (Carl Zeiss do Brasil LTDA, Rio de Janeiro, Brasil) com um aumento de 1:25,
permitindo uma visdo panoramica do dente. Essa imagem foi salva como figura no
programa Axio Vision 4.5 (Carl Zeiss do Brasil LTDA, Rio de Janeiro, Brasil) e utilizada
para a quantificacdo no programa Imaged (National Institutes of Health, Bethesda,
MD).
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Para a analise das areas de reabsorc¢ao radicular, inicialmente foi mensurada a
area de toda a dentina radicular e em seguida a area de dentina radicular envolvida
pela reabsorgao inflamatdria ou por substituicdo. Esses valores foram submetidos a
uma regra de trés para se obter a porcentagem de raiz comprometida pela reabsorgao.
A partir destes valores, foram calculadas as médias de cada grupo e aplicado o teste
estatistico. As areas de anquilose alvéolo-dentaria e de ligamento periodontal foram
mensuradas por meio do perimetro da superficie radicular. Inicialmente, foi
mensurado o perimetro de toda a raiz e depois o0 perimetro das areas que
apresentavam anquilose ou ligamento periodontal. A partir de uma regra de trés, foi
calculado a porcentagem da extensdo comprometida e aplicado o teste estatistico.
Para a identificacdo e sele¢cdo das areas de reabsorgao, as imagens digitais obtidas

foram comparadas com os cortes histolégicos no microscopio 6ptico comum.

3.6 Analise estatistica

Os valores absolutos foram submetidos a analise estatistica, cujos calculos
foram realizados pelo software GraphPad Prism 3.0 (GraphPad Softwares
Incorporated, San Diego, USA). Inicialmente, os dados foram submetidos ao teste de
normalidade e homogeneidade. O teste de Kruskal-Wallis, para comparagdes
multiplas de dados ndo-paramétricos, foi utilizado para comparagao das amostras com
nivel de significdncia p<5%. Quando evidenciada diferengca estatisticamente
significante, o teste de Dunn foi utilizado para comparagdes individuais. (Tabelas 1 e
2)
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4 RESULTADOS
Analise histolégica

Nesse estudo, todos o0s procedimentos experimentais seguiram as
recomendagdes propostas pelo Comité de ética no uso de animais (CEUA) e pode se
observar que os animais suportaram adequadamente todos os procedimentos
cirurgicos. Por conta da fratura da raiz durante a exodontia, houve a necessidade de
descartar 1 espécime dos grupos BC, e 2 espécimes dos grupos BSP, BSl e C.

A superficie radicular dos espécimes de todos os grupos apresentava em
proporgdes semelhantes (Tabela 1), um tecido conjuntivo fibroso rico em fibroblastos,
fibras colagenas e vasos sanguineos. As fibras colagenas desse tecido, na maior
parte dos casos se apresentavam dispostas paralelamente a superficie radicular ou
sem uma organizagao definida (Fig. 1-1, 1-2, 1-8 e 1-11). Em varias areas, havia um
estreitamento do espago do LP que se apresentava parcialmente ocupado por tecido
osseo alveolar (Fig. 1-1, 1-5, 1-8, 1-11). Neste tecido um infiltrado inflamatério de leve
a moderada intensidade foi encontrado em varios pontos. Pequenas areas de
reinsercao foram encontradas em todos os grupos, mas em poucos espécimes (BSP=
3, BSI= 1, BC= 4 e C = 4 espécimes). Caracterizavam-se pela presenga de fibras
colagenas organizadas e reinseridas no cemento e no tecido 6sseo alveolar (Fig. 1-6,
1-9). Areas de anquilose foram encontradas em todos os grupos e se caracterizavam
pela presenca de tecido 6sseo alveolar recobrindo a superficie radicular, que em
alguns casos, estava comprometida pela reabsorgéo (Fig1-4, 1-7, 1-10). Areas de
reabsorc¢édo radicular também foram encontradas em todos os espécimes. Nos grupos
BSP e BC esse comprometimento foi menor do que o encontrado no grupo C (p<0,05).
No grupo BC esse comprometimento também se apresentou menor do que o
observado no grupo BSI (p<0,05) (Tabela 2). Dessas areas, a reabsorc¢édo inflamatoria
estava presente em 6 espécimes do grupo BSP, 7 do grupo BS| e em todos dos grupos
BC e C (Fig 1-11, 1-12). Nas areas reabsorvidas, o tecido conjuntivo fibroso apresenta
um infiltrado inflamatério de linfécitos, histiocitos e em alguns casos
polimorfonucleares neutréfilos. Em varios pontos foram observados clastos junto a
parede dentinaria reabsorvida (Figura 1-3, 1-5, 1-11, 1-12). A extensdo de dentina
comprometida pela reabsorgéo inflamatéria foi menor no grupo BSP em relagédo ao
grupo C (p<0,05). As areas de reabsorcao por substituicdo caracterizavam-se pela
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presenca de tecido 6sseo alveolar reparando a dentina previamente reabsorvida. Com
excecao de 2 espécimes dos grupos BSP e BSI, e 3 do grupo C, todos os demais
apresentaram algum comprometimento por esse tipo de reabsor¢cdo. Geralmente,
apresentavam pouca profundidade (Fig. 1-4, 1-7, 1-10, 1-12). A parede éssea alveolar
era formada por tecido ésseo maduro, com osteoblastos em sua periferia. Eventuais

pontos de reabsor¢éo foram observados

Figura 1 - Caracteristicas histologicas dos grupos BSP, BSI, BCE C



Fonte: Autor, 2023
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Grupo. BSP - Fig. 1 - 4. LP reparado com fibras colagenas dispostas paralelamente
a superficie radicular; espaco do LP com estreitamento pela formacao de tecido ésseo
alveolar; area de LP reparado com fibras colagenas sem uma organizagéo definida;
area de reabsor¢ao radicular inflamatdria; infiltrado inflamatério crénico no tecido
conjuntivo fibroso com a presencga de clastos junto a dentina reabsorvida. Grupo. BSI
— Fig. 5 - 8. Reabsorg¢éo radicular por substituicdo comprometendo extensa area da
superficie radicular; area de reabsorgao radicular ativa; presenga de clastos junto a
dentina reabsorvida; area de integridade do cemento reparado por ligamento
periodontal organizado, com reinsercao das fibras colagenas. Grupo. BC — 9 - 12.
Area de reabsorgdo por substituicdo comprometendo a camada superficial da raiz;
area de estreitamento do espaco do LP pela presenca de tecido 6sseo alveolar; LP
reparado com fibras colagenas reinseridas na camada de emento e superficie 6ssea
alveolar. Grupo. C - Fig. 13 - 16. Integridade da camada de cemento reparado por
LP com fibras colagenas dispostas paralelamente a superficie radicular; areas de
reabsor¢cdo radicular comprometendo a camada mais profunda da dentina;
reabsorcao radicular cessada e reparada por fibras do LP. Comprometimento mais
superficial da raiz.

Analise histométrica

Tabela 1 - Média em porcentagem e desvio-padrao da ocorréncia de ligamento

periodontal (LP), ligamento periodontal reinserido (LPR) e anquilose (Ang.) nos grupos

estudados.
Evento BSP (n=8) BSI(n=8) BC(n=9) C(N=8) P
LP 32,41(17,45) 31,01(17,67) 36,27(21,7) 31,49(11,9) 0,8059
LPR 1,3(2,89) 0,68(1,94) 1,19(2,98) 4,33(9,13) 0,6785

Ang.  35,86(17,47) 28,62(21,79) 28,22(19,11) 36,98(17,57) 0,2257

n: numero de espécimes por grupo. Teste de Dunn para comparagdes entre os grupos. Letras
diferentes indicam diferenca estatisticamente significante*
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Tabela 2 - Média em porcentagem e desvio-padrao da ocorréncia de reabsorgcao

inflamatoria (R. Inf.), reabsorgao por substituicao (R.Subs.), reabsorgao total (R. Total)

nos grupos estudados.

Evento BSP (n=8) BSI (n=8) BC (n=9) C (n=8) p

R. Inf. 1,86(2,92)7 5,21(6,81)2* 4,25(5,90)** 11,37(10,95)° 0,0014*
R. Subs. 1,1(2,3) 3,35(4,17)  2,07(2,28) 4,89(5,27) 0,0524
R. Total 2,92(4,11)2 9,01(7,12)*¢ 6,32(7,25)* 16,27(10,86)¢ 0,0001*

n: numero de espécimes por grupo. Teste de Dunn para comparagdes entre os grupos. Letras
diferentes indicam diferenca estatisticamente significante*.
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5 DISCUSSAO

Ja demonstrado por outros autores, a metodologia empregada neste trabalho
tem se mostrado adequado para o estudo do processo de reparo em reimplante
dentario®?8. Diferente dos humanos, os incisivos destes animais possuem
crescimento continuo o que poderia interferir na analise dos resultados. No entanto,
com a remogao da papila dental e do 6rgédo do esmalte existe a paralizagdo desse

crescimento®® permitindo uma comparagéo mais adequada.

Nesse estudo, optou-se por manter o dente avulsionado em meio seco por 60
minutos por representar uma condicdo comum na pratica clinica e um grande desafio
aos pesquisadores que buscam o controle da reabsorc¢ao radicular. Nessa condigao
podemos ter células viaveis do LP mas comprometidas, além do comprometimento do
tecido pulpar.’-? Essas estruturas sdo submetidas a contaminagao pelo contato com a
saliva ou pela manipulacéo extrabucal da raiz, podendo desencadear uma reabsorgao
radicular externa associada a infecgdo®’. Se a area lesada pela inflamacgéo for de
pequena extensao e se novos estimulos inflamatoérios n&o ocorrerem, sera possivel o
reparo dessa area por novo LP, a partir de células viaveis adjacentes. Mas se a area
for extensa, havera o reparo por tecido ésseo ficando susceptivel a reabsorcao por

substituigao®'.

Os achados histolégicos em todos os grupos corroboram tais condi¢des e foram
caracterizados pela baixa extensao da superficie radicular reparadas por LP e poucas

areas de reinsercao de suas fibras.

O tratamento endodéntico, antibioticoterapia sistémica®® e a limpeza da
superficie radicular sdo condutas indicadas para minimizar os efeitos da reabsorg¢ao
radicular associada a infecgéo’. Adicionalmente, a medicacgao intracanal com CAOH,
agrega algumas propriedades desejaveis para esse fim, como a agao sobre as
bactérias e suas enzimas na parede do canal e nos tubulos dentinarios, produzindo
um efeito antimicrobiano. Também possui acao proteolitica sobre os remanescentes

de tecido pulpar das paredes do conduto radicular®?.

No grupo BC, o uso do ZOL como curativo de canal resultou em redug&o nas
areas de reabsor¢ao radicular. Outros autores também estudaram essa estratégia de
tratamento utilizando o etidronato® e o alendronato,® mas sem resultados positivos. E

possivel que a poténcia da droga tenha contribuido para o resultado deste estudo,
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pois 0 ZOL, um bisfosfonato de terceira geragéo, € dez mil vezes mais potente do que

as drogas ja empregadas®:.

Assim como no caso do CAOH, a sua efetividade dependeria da difusdo pelos
tubulos dentinarios para alcangar a superficie radicular onde se instala a reabsorgao
radicular externa.® Ndo existem estudos que determinem como isso ocorreria e qual a
dificuldade dessa droga em se difundir pelos tubulos dentinarios, mas os resultados
encontrados sugerem essa possibilidade.

Pode-se observar nos resultados que ndo houve diferenga significativa na
ocorréncia de reabsorgéo inflamatoria entre o grupo BC e os demais grupos que
receberam hidréxido de calcio. Porém, ndo existem relatos na literatura de algum
efeito antimicrobiano do ZOL como curativo de canal em um dente reimplantado,
semelhante ao observado no CAOH no controle da reabsor¢do inflamatoria. Foi
demonstrado in vitro que o ibandronato, o pamidronato e o ZOL possuem efeito
antimicrobiano sobre algumas espécies gram positivas, gram negativas e anaerobicas
presentes em lesdes de osteonecrose de mandibular relacionada a medicamentos. A
maior efetividade do ZOL estava relacionada a concentragdes que variavam de
100pg/ml a 400 ug/mi34. Ainda assim, acreditamos ser necessario novos estudos para
verificar se essa acgdo antimicrobiana ocorreria com o ZOL como curativo de canal. E
possivel inferir, no entanto, que os cuidados com a antissepsia durante os
procedimentos de exodontia e reimplante, manutencdo no dente em meio seco,
remogao do tecido pulpar e limpeza do conduto radicular, além do uso sistémico do
antibiético tenham contribuido para esse resultado.

Uma vez que o ZOL se apresenta na forma liquida, utilizamos a
carboximetilcelulose para a obtengao de um gel que promovesse a liberagéo lenta da
droga prolongando seu periodo de agado. O carboximetilcelulose € um biopolimero
anidnico soluvel em agua. Possui caracteristicas como hidrofilicidade, bioadesividade,
sensibilidade ao pH, ndo toxicidade e capacidade de formagao de gel®3. Por essas
propriedades, tem sido utilizado como sistema de liberagdo continuada de
medicamentos.®> Mesmo no traumatismo dentario ja foi empregado como veiculo na
formulac&o de curativo de canal sem que houvesse interferéncia na difusdo da droga
utilizada®®. Adicionalmente, o plug apical de MTA foi confeccionado para evitar o
escoamento do curativo pelo forame apical que € amplo, caracteristico desse tipo de

animal. A concentragdo empregada neste estudo se baseou em outros autores que


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cellulose-derivatives
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/hydrophilicity
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demonstraram sua efetividade quando utilizado na superficie radicular®®. Porém, ndo
existe definicdo para a concentragao ideal para esse tipo de aplicagao no traumatismo

dentario.t8

O uso sistémico do ZOL n&o influenciou no reparo dos dentes reimplantados.
A concentragdo empregada neste estudo € compativel com a utilizada na terapia
oncolégica em humanos e foi adaptada para uso em ratos®’. Em modelo de estudo
para inducdo de osteonecrose de mandibula apds uso de bisfosfonatos, os autores
empregaram 3 doses (1 por semana), 6 semanas antes da exodontia®’. Assim
optamos por 2 doses (1 por semana) administradas a partir do primeiro dia apds o
reimplante para analisar sua influéncia na reabsorg&o radicular. Doses com maior
concentragédo e mais frequentes poderiam resultar em transtorno no reparo do tecido

osseo alveolars.

Foi demonstrado que o ZOL é prontamente disponibilizado aos tecidos apds a
sua infusdo®. Apos a administragéo intravenosa, os BF desaparecem do plasma
rapidamente, com uma meia-vida de 1-2 h. Por outro lado, uma vez ligado ao 0sso,
eles s6 sao liberados quando o tecido 6sseo, ao qual estdo ligados, sofre
reabsorgdo®. Nos ossos, seu efeito € mantido por alguns anos mesmo apds cessar o
seu uso*?*!, |sso permite inferir que 0 mesmo estaria presente no reparo do dente
reimplantado no periodo analisado. No entanto € possivel que a concentragéo
disponibilizada localmente n&do tenha sido suficiente para promover algum efeito na
superficie radicular, como ocorreu no grupo BSP.

Nesse estudo o emprego do ZOL na superficie radicular também resultou em
menor comprometimento pela reabsorgéo radicular do que o grupo C. Resultados
favoraveis também foram encontrados em outros estudos com o uso do
alendronato317.18.19.28, ¢ do zoledronato*?>43. A reducdo nas areas de reabsorgdo seria
consequente de um efeito local com diminuigdo no recrutamento e atividade dos
clastos, além de aumento de apoptose dessas células'®'6. Esses resultados foram
encontrados com o ZOL a 1 uM,*? 1,48 uM, " 20 uM e 40 uM,*? e segundo Yoo et al.*3
os melhores resultados foram encontrados com concentragéo superior a 20 uM. Ainda
assim, parece nao haver um consenso sobre a concentragao ideal. A literatura relata
também que para solugdes acima de 1uM, havia o risco de apoptose e de interferéncia
na capacidade de proliferagdo dos fibroblastos**. Nesse estudo, apesar da
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concentragdo empregada, nao foi possivel determinar essa influéncia pois ndo houve

diferenca significativa na ocorréncia de anquilose e na extensao de LP.

No grupo BSP, a reducado nas areas de reabsorgao ocorreu principalmente na
reabsorcao inflamatoria, sem alteragao nas areas de reabsorgao por substituicido. Isso
também foi observado por outros autores'>*® e para Choi et al.'®, isso seria
consequente de uma acao anti-inflamatéria do ZOL na superficie radicular.

Pode-se notar também que em varias areas de todos os grupos, o LP era
formado por tecido conjuntivo fibroso cujas fibras n&o apresentavam uma organizagao
definida ou estavam dispostas paralelamente a superficie radicular. Segundo a
literatura, essa caracteristica indicaria uma tendéncia a formagao da anquilose*. Isso
ocorreria por conta da exposi¢ao do dente avulsionado ao meio seco que leva a perda

dos restos epiteliais de Malassez que s&o responsaveis pela manutengdo do LP?6.

Devido a semelhanca entre a morfologia, propriedades enzimaticas e as
funcbes das células que reabsorvem a dentina, cemento e tecido 6sseo, pode-se
considerar que os processos de reabsorcdo dentaria e 6ssea sejam semelhantes’.
Portanto, farmacos que inibem a reabsorcao 6ssea poderiam também ser efetivos nos
casos de reabsorcédo dentaria. S&o poucos os estudos sobre as diversas formas de
uso dos bisfosfonatos no traumatismo dentario o que dificulta uma abordagem mais
adequada nos casos de traumatismo dentario. Esse trabalho busca contribuir para
esse entendimento, porém acreditamos ser necessario mais estudos para melhor

aproveitar seus beneficios.



Conelueio
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6 CONCLUSAO

De acordo com a metodologia empregada neste estudo pode-se concluir que o
uso sistémico do ZOL n&o influiu no reparo dos dentes reimplantados. O uso do ZOL
na superficie radicular assim como curativo de canal proporcionou menor
comprometimento da raiz pela reabsorc¢ao radicular apresentando-se como opg¢éao de
tratamento para dentes que séo reimplantados com o LP comprometido.
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ANEXOS

ANEXO A - APROVAGAO PELO COMITE DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA)
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CEUA - Comisséo de Etica no Uso de Animais
CEUA - Ethics Committee on the Use of Animals

CERTIFICADO
Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Reimplante dentario apés o
uso do bisfosfonato. Estudo histométrico em ratos”, Processo FOA n° 0801-
2021, sob responsabilidade de Celso Koogi Sonoda apresenta um protocolo
experimental de acordo com os Principios Eticos da Experimentagdo Animal e sua
execucdo foi aprovada pela CEUA em 17 de Dezembro de 2021.
VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 28 de Junho de 2023.
DATA DA SUBMISSAO DO RELATORIO FINAL: até 28 de Julho de 2023.

CERTIFICATE
We certify that the study entitled “Tooth replantation after use of bisphosphonate.
Histometric study in rats”, Protocol FOA n° 0801-2021, under the supervision of
Celso Koogi Sonoda presents an experimental protocol in accordance with the
Ethical Principles of Animal Experimentation and its implementation was approved by
CEUA on December 17, 2021.
VALIDITY OF THIS CERTIFICATE: June 28, 2023.
DATE OF SUBMISSION OF THE FINAL REPORT: July 28, 2023.

Prof. Associado Jodo Carlos Callera
Coordenador da CEUA
CEUA Coordinator
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ANEXO B - FOTOS DOS PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Figura 2 — Incisivo superior direito apés sindesmotomia

Fonte: Autor, 2023

Figura 3 - Luxacao do incisivo superior direito

Fonte: Autor, 2023
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Figura 4 - Extragcao do incisivo superior direito

Fonte: Autor, 2023

Figura 5 - Aspecto clinico do incisivo extraido.

Fonte: Autor, 2023
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Figura 6 - Dentes mantidos em bancada em meio seco por 60”.

Fonte: Autor, 2023

Figura 7 - Limpeza do ligamento periodontal com gaze embebida em soro fisiolégico

Fonte: Autor, 2023



Figura 8 - Remocao da polpa radicular por via retréograda

Fonte: Autor, 2023

Figura 9 - Irrigagdo com soro fisiolégico

Fonte: Autor, 2023
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Figura 10 - Preenchimento do conduto radicular com a medicagéao intracanal

Fonte: Autor, 2023

Figura 11 - Reimplante dentario

&

Fonte: Autor, 2023
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Figura 12 - Dente reimplantado

Fonte: Autor, 2023
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ANEXO C — MENSURAGAO PARA OBTENGAO DOS VALORES ARA
HISTOMETRIA

Figura 13 — Captura de corte transversal corado com HE
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Figura 14 — Mensuracao area total de superficie radicular
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Figura 15 — Mensuragao area total do evento analisado (Reabsor¢ao, anquilose)
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Figura 16 — Obtencao dos valores para analises estatisticas
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