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com e sem peri-implantite induzida e a relacdo com a ocorréncia de
osteonecrose dos maxilares associada a terapia medicamentosa. 2022. 66 f.
Tese (Doutorado) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista,
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RESUMO

Objetivo: O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta dos tecidos peri-
implantares em condicdes de normalidade e com peri-implantite induzida por
ligadura, em implantes osseointegrados na maxila de ratas senescentes submetidas
ao tratamento posterior com dosagem oncolégica de zoledronato. Material e
meétodos: Foram utilizadas 28 ratas Wistar (Rattus novergicus) iniciando o
experimento com aproximandamente 14 meses de idade e pesando entre 350 e
450g. Os animais foram submetidos a exodontia do incisivo superior direito e
instalacdo imediata de um implante de titanio com 2,5 mm de diametro por 5,7 mm
de comprimento, onde ap0s quase 2 meses, foi realizada a cirurgia de reabertura
dos implantes e instalagdo de um cicatrizador. Ap6s uma semana, 0s animais foram
divididos de acordo com o0s seguintes tratamentos: veiculo, administracdo de
solucdo salina estéril 0,9% intraperitoneal (Grupo VEI); zoledronato, com
administracdo de 100 ug/Kg de zoledronato (Grupo ZOL); veiculo com peri-implantite
experimental (Grupo VEI-PIE) e; zoledronato com peri-implantite experimental
(Grupo ZOL-PIE), com a inducao da peri-implantite experimental (PIE) por meio de
uma ligadura de algodédo 5 semanas ap0s o inicio do tratamento medicamentoso. A
porcentagem de tecido ésseo total (PTO-T) e porcentagem de tecido 6sseo néao vital
(PTO-NV) foram analisadas histometricamente, e foram realizadas imunomarcagdes
para fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP), fator de necrose tumoral alfa
(TNFa), interleucina 1 beta (IL1-B), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
e osteocalcina (OCN). Os dados foram submetidos a andlise estatistica.
Resultados: O grupo ZOL mostrou persisténcia de inflamacéo no tecido conjuntivo
peri-implantar e uma quantidade consideravel de PTO-NV ao redor do implante
quando comparado com VEI. A inflamacéo peri-implantar foi mais exacerbada em
ZOL-PIE, assim como, o comprometimento da vitalidade do tecido 6sseo ao redor

dos implantes quando comparado com VEI-PIE. Concluséo: Conclui-se que o



tratamento com altas doses de zoledronato ocasiona alteragcbes ao nivel peri-
implantar, dentre elas, um aumento da inflamacé&o local, e da PTO-NV ao redor do
implante osseointegrado, 0 que pode representar um possivel fator de risco para o
surgimento da osteonecrose dos maxilares associada a terapia medicamentosa
relacionada ao implante odontolégico (ONMM-IO). Na presenca da PIE ha uma
exacerbacdo da inflamacdo e um aumento ainda maior da PTO-NV, o que implica
em um importante fator de risco agravante para o surgimento da ONMM-IO no
modelo experimental estudado.

Palavras-chave: Osteonecrose. Acido zoledrénico. Peri-implantite. Ratos wistar.



SOUZA, E. Q. M. Tissue evaluation around osseointegrated implants with and
without induced peri-implantitis and the relation with the occurrence of
medication-related osteonecrosis of the jaw. 2022. 66 f. Thesis (Doctoral) —
Dental School, S&o Paulo State University, Aragatuba, 2022.

ABSTRACT

Aim: The aim of this study was to evaluate the response of peri-implant tissues
under normal conditions and with ligature-induced peri-implantitis, in osseointegrated
implants in the maxilla of senescent rats submitted to subsequent treatment with
oncological dosage of zoledronate. Material and methods: Twenty-eight female
Wistar rats (Rattus novergicus) were used, starting the experiment at approximately
14 months of age and weighing between 350 and 450g. The animals underwent
extraction of the upper right incisor and immediate installation of a titanium implant
2.5 mm wide by 5.7 mm long, where after almost 2 months, surgery to reopen the
implants and installation of a healer was performed. After one week, the animals
were divided according to the following treatments: vehicle, administration of 0.9%
sterile saline intraperitoneally (VEI Group); zoledronate, with administration of 100
Hg/Kg of zoledronate (ZOL Group); vehicle with experimental peri-implantitis (VEI-
PIE Group) and; zoledronate with experimental peri-implantitis (ZOL-PIE Group), with
the induction of experimental peri-implantitis (PIE) by means of a cotton suture 5
weeks after the start of drug treatment. The percentage of total bone tissue (PBT-T)
and percentage of non-vital bone tissue (PBT-NV) were analyzed histometrically, and
immunostaining for tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP), tumor necrosis factor
alpha (TNFa), interleukin 1 beta (IL1-B), vascular endothelial growth factor (VEGF)
and osteocalcin (OCN). Data were subjected to statistical analysis. Results: The
ZOL group showed persistence of inflammation in the peri-implant connective tissue
and a considerable amount of PBT-NV around the implant when compared to VEI.
Peri-implant inflammation was more exacerbated in ZOL-PIE, as well as
compromised bone tissue vitality around the implants when compared to VEI-PIE.
Conclusion: It is concluded that treatment with high doses of zoledronate causes
changes at the peri-implant level, among them, an increase in local inflammation,
and in PBT-NV around the osseointegrated implant, which may represent a possible

risk factor for the emergence of medication-related osteonecrosis of the jaws implant-



associated (MRONJ-IA). In the presence of PIE, there is an exacerbation of
inflammation and an even greater increase in PBT-NV, which implies an important
aggravating risk factor for the emergence of MRONJ-IA in the experimental model
studied.

Keywords: Osteonecrosis. Zoledronic acid. Peri-implantitis. Wistar rats.
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RESUMO

Objetivo: O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta dos tecidos peri-
implantares em condicdes de normalidade e sob influéncia da peri-implantite
experimental (PIE) em implantes osseointegrados na maxila de ratas submetidas ao
tratamento com dosagem oncolégica de zoledronato. Material e métodos: 28 ratas
Wistar foram submetidas a exodontia do incisivo superior direito e instalacdo
imediata de um implante, onde posteriormente (8 semanas) foi instalado um
cicatrizador. Os animais foram divididos de acordo com 0s seguintes grupos: Veiculo
(VEI), administracdo de solucdo salina estéril; Zoledronato (ZOL), administracdo de
100 pg/Kg de zoledronato; Veiculo com peri-implantite experimental (VEI-PIE) e;
Zoledronato com peri-implantite experimental (ZOL-PIE), ambos com a inducdo da
PIE por meio de uma ligadura. A porcentagem de tecido 6sseo nao vital (PTO-NV)
foi analisada histometricamente, e foram realizadas imunomarcacdes para citocinas
pro inflamatdrias, marcadores o6sseos e de vasculatura. Resultados: ZOL
apresentou uma maior PTO-NV ao redor do implante quando comparado com VEI. A
inflamacdo peri-implantar foi mais exacerbada em ZOL-PIE, assim como, O
comprometimento da vitalidade do tecido 6sseo ao redor dos implantes quando
comparado com VEI-PIE. Concluséo: O tratamento com altas doses de zoledronato
ocasiona um aumento da inflamacéo local e da PTO-NV ao redor do implante
osseointegrado, o que pode representar um possivel fator de risco para o
surgimento da osteonecrose dos maxilares associada a terapia medicamentosa
relacionada ao implante odontolégico (ONMM-IO). Na presenca da PIE ha uma
exacerbacéo da inflamacdo e um aumento ainda maior da PTO-NV, o que implica

em um importante fator de risco agravante para o surgimento da ONMM-IO.

Palavras-chave: Osteonecrose; Acido Zoledrénico; Peri-implantite; Ratos Wistar.
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1 INTRODUCAO

A osteonecrose dos maxilares associada a terapia medicamentosa (ONMM) é
uma reacdo adversa ocasionada, predominantemente, pelo uso de drogas com
potente acdo antirreabsortiva, tais como os bisfosfonatos (BFs) e o inibidor do
ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANKL), o denosumab (Eguia
et al., 2020). A ONMM consiste na presenca de 0Sso exposto (ou 0sso que pode ser
sondado através de fistula intra ou extrabucal) na regido maxilofacial, o qual persiste
sem reparagdo por um periodo maior do que oito semanas, em pacientes com
tratamento prévio ou atual com drogas antirreabsotivas e/ou antiangiogénicas e sem
histérico de radioterapia ou doenca metastatica nos maxilares (Ruggiero et al.,
2022). A incidéncia da ONMM em pacientes que usam a dosagem para tratamento
das osteoporoses com drogas antirreabsortivas € relativamente baixa, em torno de
0,04% dos pacientes (Khan et al., 2015). Em contraposicdo, em pacientes que
fazem uso da dosagem para tratamento oncolégico com BFs, 0 risco cumulativo
apos 2 anos varia de 3,8 a 18% dos pacientes, 0o que passa a ser um grande fator
complicador, tendo em vista que a ONMM atrapalha sobremaneira o tratamento da

doenca de base (Terry, et al., 2021; Ruggiero et al., 2022).

A etiopatogenia da ONMM ainda ndo esta totalmente elucidada, no entanto,
estudos apontam para uma natureza multifatorial extremamente complexa (Ruggiero
et al.,, 2022). Atualmente sdo apontados como fatores etiopatogénicos envolvidos
com a ONMM: a inibicdo da atividade reabsortiva dos osteoclastos, a qual
provavelmente exerca um papel central, associada a presenca de inflamacéo e/ou
infeccdo local, potente efeito antiangiogénico, acéo citotdxica sobre os tecidos moles
e disfuncdo da resposta imunoldgica inata e adquirida (Aghaloo et al., 2015;
Kuroshima et al., 2019; He et al., 2020). A limitada compreenséo da etiopatologia,
dificulta o tratamento, o qual pode ser extremamente longo, se mostrar falho e deixa
graves sequelas (Wan et al., 2020). Sendo assim, a prevencédo € a estratégia ideal
em se tratando da ONMM (Hayashida et al., 2017; Otto et al., 2018; He et al., 2020).

Dentre os fatores de risco relacionados a droga, constata-se que quanto mais
potente a acdo antirreabsortiva, quanto maior da dosagem e duragéo do tratamento,
maior é o risco de ocorréncia da ONMM (AlDhalaan et al., 2020). Além disso, 0 uso

de tais drogas em associacdo com corticoides e quimioterdpicos potencializam tais
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riscos (Wick et al., 2022). Entre os fatores relacionados ao paciente, a idade
avancada, o sexo feminino e comorbidades, como cancer, diabetes, obesidade e
anemia estdo entre os principais riscos (Escobedo et al., 2020; Kawahara et al.,
2021). Com relacao aos fatores locais, as cirurgias dento-alveolares estéo entre os
principais fatores predisponentes (62% — 82% dos casos ONMM), especialmente
qgquando h& comprometimento de natureza inflamatdrio-infecciosa (Hallmer et al.,
2018; Kuroshima et al., 2019).

Uma situacao clinica preocupante que tem sido reportada de modo crescente
€ um tipo de ONMM relacionada com os implantes odontoldgicos (10), a ONMM-IO.
Estudos clinicos evidenciaram que a ONMM-IO pode se manifestar como uma
complicagéo precoce em cerca de 1/3 dos pacientes, estando relacionada com o
procedimento cirdrgico de instalacdo dos IO e ocorre nos primeiros seis meses apos
sua instalacdo, ou seja, durante o processo de reparo peri-implantar (Kwon et al.,
2014; Giovannacci et al., 2016). A ONMM-IO também pode se manifestar como uma
complicagéo tardia, em cerca de 2/3 dos pacientes, e seu desencadeamento pode
estar relacionado com a presenca do implante ja osseointegrado, neste caso é
caracterizada por ocorrer ap0s seis meses da sua instalagéo, depois de concluido o
processo de reparacdo peri-implantar (Shirota et al., 2009; Goss et al., 2010;
Lazarovici et al., 2010; Junqueira et al., 2011; Lopez-Cedrin et al., 2013; Holzinger
et al., 2014; Kwon et al., 2014; Favia et al., 2015; Giovannacci et al., 2016; Matsuo et
al., 2016; Bennardo et al., 2020; Escobedo et al., 2020).

Com o intuito de evitar a ONMM-IO tem sido contraindicado IO em pacientes
tratados com dosagem oncoldgica de agentes antirreabsortivos, todavia, isso nao se
estende aos pacientes tratados com dosagem osteoporotica destes medicamentos
(Grant et al., 2008). Tal recomendacdo evitaria a ocorréncia de ONMM-IO
relacionada com o procedimento cirurgico de instalacdo dos IO, no entanto, uma
condicdo que deve ser vista com muita preocupacdo é aquela apresentada por
pacientes que ja possuem |O osseointegrados na cavidade bucal e que em um
determinado momento iniciam um tratamento com drogas antirreabsortivas (Sher et
al., 2021). Tais pacientes consistem na maioria dos casos de ONMM-10, que tende a
ser cada vez mais comuns em func¢do da popularizacdo do uso dos IO nas ultimas
décadas e por conta de um emprego cada vez mais frequente das drogas

antirreabsortivas para tratamento de eventos relacionados ao esqueleto, que
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aumenta consideravelmente com o0 aumento na expectativa de vida da populacéo
(Fliefel et al., 2015).

Uma outra preocupante constatacdo apontada por estudos clinicos é uma
correlacdo entre presenca de peri-implantite (PI) e a ONMM-IO em pacientes que
fizeram ou fazem uso de drogas antirreabsortivas (Kwon et al., 2014; Troeltzsch et
al., 2016; Pichardo et al., 2020; Seki et al., 2021; Tempesta et al., 2021). A PI
consiste em uma condi¢cdo patoldgica primariamente iniciada por bactérias, no
entanto, extremamente influenciada por fatores locais e sistémicos, que acometem
os tecidos peri-implantares, caracterizada por inflamac&do no tecido conjuntivo e
perda progressiva do tecido 6sseo de suporte, a qual pode culminar, inclusive, com
a explantagdo do implante (Schwarz et al., 2018). A PI pode afetar até 57% dos
pacientes e até 28% dos IO, e consiste na causa mais comum para perda tardia de
IO (Sgolastra et al., 2015; Lang et al., 2019; Romandini et al., 2020). Em pacientes
sob tratamento com drogas antirreabsotivas, além de se constituir em um fator que
pode levar a perda do IO, também poderia se constituir em um fator predisponente

para a ONMM-10, com consequéncias negativas muito maiores.

As alteracbes que ocorrem ao nivel celular e tecidual ao redor dos IO ja
osseointegrados ao longo ou apds um tratamento com drogas antirreabsortivas pode
elucidar mecanismos patofisioldgicos envolvidos na ONMM-IO e, consequentemente
auxiliar em sua prevencdo e tratamento. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
resposta dos tecidos peri-implantares em condi¢des de normalidade e sob influéncia
da peri-implantite induzida por ligadura, em implantes osseointegrados na maxila de
ratas senescentes submetidas ao tratamento posterior com dosagem oncoldgica de
zoledronato. Nosso estudo teve como intuito investigar duas hipoteses principais: 1)
se a presenca do implante osseointegrado ocasiona altera¢cdes ao nivel celular e
tecidual que podem se constituir em fator de risco para a ONMM-IO ao longo de um
tratamento com dosagem oncolégica de zoledronato e; 2) se a inflamagcédo dos
tecidos peri-implantares induzida pelo acumulo do biofilme ocasiona alteragbes ao
nivel celular e tecidual que podem se constituir em um fator de risco agravante para

a ONMM-IO ao longo de um tratamento com dosagem oncologica de zoledronato.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizadas no presente estudo 28 ratas (iniciando o estudo com
aproximadamente 14 meses de idade) da linhagem Wistar (Rattus norvegicus) com
peso corporal compreendido entre 350 e 450g. As ratas foram obtidas no Biotério
Central da Faculdade de Odontologia de Aracatuba da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” (FOA-UNESP) e, posteriormente, foram mantidas
no Biotério de Experimentacdo do Departamento de Ciéncias Bésicas (Disciplina de
Histologia e Embriologia) da FOA-UNESP, sob as seguintes condic¢des: ciclo de 12
horas de claro e 12 horas de escuro, temperatura ambiente de 22 £ 2°C, sistema de
ventilacdo e exaustao permitindo 20 trocas de ar por hora, umidade relativa do ar em
torno de 55 + 5%, acondicionamento em gaiolas plasticas (maximo de 4 animais por
gaiola), onde tiveram livre acesso a agua e a alimentacdo. Foram tomadas todas as
medidas cabiveis para se minimizar o numero de animais utilizados, assim como
evitar seu sofrimento. Os procedimentos de manipulagdo experimental foram
realizados de acordo com as normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e o protocolo experimental foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FOA-UNESP
(PROCESSO FOA 01006-2018).

2.2 Anestesia geral

Para a exodontia do incisivo central superior direito, instalacdo do implante
odontoldgico, instalacdo da ligadura e eutanasia os animais foram anestesiados, via
injecdo intramuscular (IM), com cloridrato de cetamina (80 mg/Kg, Francotar®,

Virbac, SP, Brasil) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg, Rompum®, Bayer, RS, Brasil).

2.3 Exodontia do incisivo superior direito e instalagcdo do implante

No baseline, previamente a exodontia, foi realizada a assepsia extraoral com
Polivinilpirrolidonaiodo (PVPI) em solucdo aquosa, contendo 1% de iodo ativo,

seguida da assepsia intraoral de digluconato de clorexidina 0,12%. Uma exodontia
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minimamente traumatica foi realizada, utilizando um Hollemback 3S para a
sindesmotomia dos tecidos moles (Fig.1a) e cuidadosa luxacdo com movimentos de
alavanca interfixa e inter-resistente nos sentidos mesio-distal e palatino-vestibular do
elemento dentério. Uma pinca clinica romba de maior didmetro de ponta ativa foi
utilizada para apreensdo do incisivo superior direito (Fig.1b), onde devido as
caracteristicas anatébmicas dos incisivos dos roedores, um movimento de tracéo
rotacionado no sentido vestibulo-palatino foi realizado para a exodontia (Fig.1c e
Fig.1d), sendo possivel observar no apice da raiz a remocdo conjunta da papila

dentaria.

No alvéolo dentario, previamente ocupado pelo incisivo superior direito foi
instalado imediatamente um implante de titanio especialmente projetado com 2,5
mm de diametro por 5,7 mm de comprimento e com superficie tratada por meio de
jateamento e condicionamento &cido (Dentfix, Allied Titanium Eireli, Santa Rita do
Passa Quatro, SP, Brasil) (Fig.1le, Fig.2a e Fig.2b). O implante foi inserido com o
auxilio de uma chave digital quadrada acoplada a conexdo interna do implante
(Fig.1f e Fig.1g), por meio de movimentos manuais de rosqueamento, até que fosse
obtido um travamento adequado do mesmo e, consequentemente, a sua
estabilizacdo priméria pelas paredes laterais e pela curvatura do alvéolo (Fig.2c). A
insercdo do implante foi realizada de forma lenta e gradativa respeitando a
resiliéncia do tecido 6sseo, e almejando a expansao das paredes laterais do alvéolo.
Um posicionamento a nivel gengival ou minimamente subgengival do implante foi

alcancado (Fig.1h).

ApoOs a instalacdo do implante, os tecidos moles peri-implantares foram
devidamente reposicionados e uma sutura com fio de seda 4.0 foi realizada para
estabilizacdo do coagulo com ponto simples (Fig.1i). Imediatamente apds a cirurgia
0s animais receberam 0,01mL/100g de pentabidtico, por via IM para prevencao de

infeccoes.

2.4 Exposicao da plataforma do implante

Na 82 semana foi realizada a exposicdo da plataforma do implante. Apos
anestesia geral dos animais, foi promovida a anestesia local com lidocaina 2% +
adrenalina 1:100.000 (Alphacaine 100 - New DFL, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) para
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hemostasia. Uma incisdo linear com uma lamina de bisturi 15c foi realizada
perpendicularmente ao dente contralateral, sobre a regido implantada e um retalho
de espessura total foi rebatido com um Hollemback 3S (Fig.1j). O cicatrizador de 1,8
mm de altura (Dentfix, Allied Titanium Eireli, Santa Rita do Passa Quatro, SP, Brasil)
foi instalado com auxilio de uma chave digital hexagonal 0.9 (Fig.1k e Fig.1l) e a

estabilidade secundaria do implante foi aferida clinicamente.

Em alguns espécimes, apdés o rebatimento do retalho de espessura total,
houve a necessidade da remocédo de uma pequena quantidade de tecido ésseo que
recobria a plataforma do implante, impossibilitando a adaptacdo do cicatrizador,
sendo realizada a osteotomia com uma broca diamantada esférica n° 4, acoplada a
uma peca reta, em um motor cirirgico NEOSURG XT plus (Neodent, PR, Brasil) a
600 rpm e com irrigacdo constante de solucdo salina estéril 0,9% (Laboratoério
Eurofarma AS, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). Uma sutura simples interrompida com um

fio de seda 4.0 foi realizada para aproximacao dos tecidos ao redor do cicatrizador.

2.5 Protocolo medicamentoso

Na 92 semana foi iniciado o protocolo medicamentoso, 0 qual se estendeu até
192 semana. Tal protocolo consistiu na administracéo intraperitoneal a cada quatro
dias de 0,45 ml de veiculo, composto por solucdo de cloreto de sédio 0,9%, ou 0,45
ml de zoledronato (Sigma Chemical, St Louis, MO, EUA), composto por veiculo
acrescido de 100 pg/Kg de zoledronato. A dosagem de zoledronato empregada no
presente estudo foi estabelecida com base em estudos anteriores (Silva et al., 2015;
Ervolino et al., 2019; Toro et al., 2019) e consistiu em uma adaptacéo para o rato do
protocolo empregado para complementacao da terapia oncolégica em humanos, ou

seja, utilizou-se a dosagem para tratamento oncolégico.

2.6 Grupos experimentais

Na 92 semana os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro
grupos: Grupo tratado com veiculo (VEI) (n=7); Grupo tratado com veiculo e com
peri-implantite experimental (VEI-PIE) (n=7); Grupo tratado com zoledronato (ZOL)

(n=7) e grupo tratado com zoledronado e com peri-implantite experimental (ZOL-PIE)
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(n=7). Na 142 semana os animais dos grupos VEI-PIE e ZOL-PIE receberam uma
ligadura de algoddo ao redor dos implantes para inducdo da peri-implantite

experimental (PIE) (Fig.3).

2.7 Inducao da peri-implantite experimental

Nos grupos VEI-PIE e ZOL-PIE com o auxilio de um hollemback 3s foi
instalada uma ligadura de algodédo (#24; Coats Corrente Ltda.) ao redor da porcao
cervical do cicatrizador, de modo que tal ligadura se manteve posicionada na regiao
do sulco peri-implantar durante 5 semanas (Fig.1m e Fig.1n), levando ao acumulo de
biofilme bacteriano e, consequentemente, ao desencadeamento da PIE (Fig.10). A

presenca da ligadura foi verificada semanalmente, até o fim do experimento.

2.8 Cuidados pds-operatérios de rotina

Durante todo o periodo experimental apos a instalacdo do implante, os
animais foram submetidos a uma dieta com racdo moida, para facilitar a alimentacéo
e minimizar o estresse biomecéanico sobre o implante dentario. Devido ao fato de
gue roedores apresentam um crescimento continuo dos incisivos superiores e
inferiores, semanalmente os dentes inferiores eram cortados com o auxilio de um
alveol6tomo biarticulado, com o intuito de possibilitar a correta alimentacao e evitar

uma agao mecanica negativa sobre a regido onde o implante foi instalado.

2.9 Eutanasia

Apés 5 semanas da instalacdo das ligaduras ao redor dos implantes dos
grupos VEI-PIE e ZOL-PIE, na 192 semana do experimento, os animais foram
profundamente anestesiados e submetidos a perfuséo transcardiaca com 100 ml de
solugdo de NaCl 0,9% acrescida de 0,1% de heparina, seguida por 800 ml de
solucéo fixadora, constituida de 4% de formaldeido (Sigma-Aldrich Co.) em tampé&o
fosfato-salino (PBS) 0,1 M, 4°C, pH 7,4.
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Dois animais, sem nenhum tratamento medicamentoso e néo incluidos em
nenhum dos quatro grupos experimentais foram eutanasiados apos 8 semanas da
instalagédo do implante, seguindo os mesmos critérios, para analise microtomografica
no periodo de cicatrizacao e osseointegracdo do implante (material suplementar 1 e

material suplementar 2).

2.10 Processamento histologico

As maxilas contendo os implantes de titanio foram cuidadosamente
dissecadas e submetidas a pods-fixacdo na mesma solucdo fixadora citada
anteriormente por um periodo de 48 horas. Apés lavagem em agua por 24 horas, 0s
espécimes foram submetidos a um processo de desmineralizacdo durante
aproximadamente 75 dias, com solucdo desmineralizadora constituida de PBS
acrescida de 10% de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) trocada

periodicamente.

ApoOs a desmineralizacdo, os implantes foram cuidadosamente removidos
com uma chave hexagonal 0.9 acoplada a conexdo interna dos cicatrizadores
instalados aos implantes, as pecas foram lavadas novamente em agua corrente por
24 horas, desidratadas, diafanizadas, impregnadas e incluidas em parafina. Uma
microtomia com 4 pm de espessura foi executada seguindo o longo eixo do
implante, no sentido latero-lateral, ou seja, de mesial para distal do incisivo central
superior. Cortes seriados da regido central da loja do implante foram coletados e as
seccdes histolégicas foram montadas em laminas de vidro silanizadas. Parte das
amostras foi submetida a coloracdo de hematoxilina-eosina (HE), para analise
histopatolégica e histométrica, e outra parte foi destinada a técnica

imunoistoquimica.

2.11 Processamento imunoistoquimico

Os cortes histolégicos foram desparafinizados em uma estufa a uma
temperatura de 58°C por 30 minutos, seguido por banhos consecutivos em xilol,

reidratacdo em solucdes decrescentes de alcool etilico e lavagens em PBS,
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lavagens estas, repetidas apds o encerramento de cada etapa da reacao

imunoistoquimica.

Para a recuperacao antigénica, as laminas foram imersas em tampao citrato
em camara pressurizada (Decloaking chamber, Biocare Medical, Concord, CA,
EUA). Para bloqueio da peroxidase enddgena os cortes foram tratados com uma
solucdo de 3% de peroxido de hidrogénio por uma hora. O bloqueio da biotina
enddgena também foi efetuado por um periodo de 1 hora, com solugdo contendo
PBS e leite em po6 desnatado a 4%. Os sitios inespecificos foram bloqueados em

seguida com uma solucéo a base de soro albumina bovino (BSA) por 12 horas.

As laminas histolégicas foram divididas em cinco lotes e cada lote foi
incubado com um dos seguintes anticorpos primarios: anti-fator de necrose tumoral
alfa (TNFa) do rato gerado em coelho (Santa Cruz Biotechnology®); anti-interleucina
1-beta (IL1-B) do rato gerado em coelho (Santa Cruz Biotechnology®); anti-fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) do rato gerado em coelho (Santa Cruz
Biotechnology®); anti-osteocalcina (OCN) do rato gerado em coelho (Santa Cruz
Biotechnology®) e anti-fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP) do rato gerado
em cabra (Santa Cruz Biotechnology®). Os anticorpos primarios foram diluidos em
BSA em uma concentracdo de 1:100. Apos 24 horas de incubacdo em anticorpo
primario, uma segunda incubac¢@o com anticorpo secundario biotinilado universal foi
realizada por 1 hora, seguida da incubacdo pela estreptavidina conjugada com
peroxidase da raiz forte - HRP (DAKO - Carpinteria, CA, EUA) por mais uma hora.

Para a revelacao foi empregando o 3,3’- tetracloridrato de diaminobenzidina
(DAB-Substrate e DAB-Chromogen, DAKO - Carpinteria, CA, EUA). Para a
contracoloracdo, apenas as laminas com a marcacéo anti-TRAP foram imersas em
hematoxilina de Harris por 5 minutos e lavadas em agua para remo¢ao do excesso

de corante.

Para montagem, as laminas passaram novamente por uma sequéncia
crescente de alcoois, foram diafanizadas em uma sequéncia de xilol, recobertas pelo
meio de montagem (Permount®, Fisher Scientific Company LLC.) e protegidas com
laminulas de vidro (Olen®, Kasvi Produtos Laboratoriais).
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Como controle negativo, os espécimes foram submetidos aos procedimentos

descritos anteriormente suprimindo-se a utilizacdo dos anticorpos primarios.

2.12 Analise dos resultados

2.12.1 Analise do estado geral de saude e exame clinico intraoral

A saude geral dos animais foi monitorada durante todo o experimento, 0 peso
corporal foi aferido a cada procedimento em que os animais foram submetidos a
anestesia geral, no momento prévio a exodontia e instalacdo do implante, reabertura
e instalacdo do cicatrizador e eutanasia. O exame clinico intraoral consistiu em uma
inspecdo visual detalhada da regido operada nestes mesmos periodos, e 0s
resultados dos parametros clinicos de reparo tecidual, niveis de inflamacdo e
acumulo de biofilme foram avaliados qualitativamente e o peso corporal foi analisado

estatisticamente.

2.12.2 Anédlises histopatologicas, histométricas da PTO-T e PTO-NV e
imunoistoquimicas para TNFa, IL1-B, VEGF, OCN e TRAP

No presente estudo foram estabelecidas quatro areas de interesse (Al), que

foram denominadas Al1, Al2, Al3 e Al4, as quais estéo discriminadas na Figura 2d.

A analise histopatoldgica foi realizada qualitativamente, na regido que
compreendia a All, a qual contemplou todos os tecidos peri-implantares, em toda a
extensdo do implante. Foram avaliados nas laminas histolégicas os seguintes
parametros: natureza e intensidade da resposta inflamatéria local;, extensdo do
processo inflamatério; padrdo de celularidade e estruturagcdo dos tecidos peri-
implantares moles; padrdao de celularidade e estruturacdo dos tecidos peri-

implantares duros.

Para a analise histométrica da porcentagem de tecido 6sseo total (PTO-T) e
da porcentagem de tecido 6sseo nédo vital (PTO-NV) as laminas histologicas coradas
com HE foram capturadas utilizando-se um sistema composto por um microscopio
de luz (Axio Scope®, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Gaéttingen/NI, ALE) com camera

digital acoplada (AxioCam® MRc5, Carl Zeiss Microscopy GmbH), conectados a um
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computador. Tal analise foi efetuada na Al2, a qual compreendia dois retangulos,
cada um com 696um x 262um. O lado maior de tais retangulos acompanhava o
longo eixo do implante. Um dos retangulos ficava situado nas quatro roscas centrais
do implante em sua porgdo antero-superior, enquanto o outro retangulo ficava
situado nas quatro roscas centrais do implante em sua porcao postero-inferior. Tais
retangulos foram posicionados de modo que o terco proximal aos implantes, no lado
menor dos retangulos, incluia as roscas do implante até a sua base, enquanto os
outros dois tercos distais ao implante destes retangulos englobava o tecido peri-

implantar presente nesta regiao.

Nas fotomicrografias que compunham a AI2 empregou-se 0 programa
ImageJ® (versdo 1.51i; National Institutes of Health, Bethesda/MD, EUA) para se
mensurar a PTO-T e a PTO-NV, com o auxilio da ferramenta Polygon selections.
Para PTO-T a Al2 equivalia a area total, a qual foi definida como 100%. A PTO-T
consistiu na porcentagem da area total ocupada por tecido 6sseo dentro da Al2.

Para a analise de PTO-NV a PTO-T previamente analisada, a qual equivalia a
area total ocupada por tecido ésseo dentro da Al2, foi definida como 100%. A PTO-
NV consistiu na porcentagem de tecido 6sseo ndo vital dentro da PTO-T,
caracterizado pela presenca de lacunas contiguas sem a presenca de ostedécitos ou

contendo apenas remanescentes de tais células.

A PTO-T e PTO-NV foram expressas sob a forma de média da porcentagem +

desvio padrédo em cada um dos grupos experimentais.

A analise da imunomarcacdo para TRAP foi efetuada na AI3, a qual
compreendia dois retédngulos, cada um com 348um x 262um. O lado maior de tais
retangulos acompanhava o longo eixo do implante. Um dos retangulos ficava situado
no tecido 6sseo peri-implantar localizado na porcédo antero-superior do implante,
engquanto o outro retangulo ficava situado no tecido 0sseo peri-implantar localizado
na porcao postero-inferior do implante. Tais retangulos eram posicionados no centro
do processo alveolar, e tinham como limite coronario a crista 6ssea alveolar, a partir
da qual se estendia apicalmente por 348um. Empregou-se as fotomicrografias e o
programa ImageJ® (versao 1.51i; National Institutes of Health, Bethesda/MD, EUA)
e as células multinucleadas TRAP-positivas foram quantificadas e expressas como

quantidade de células por mmz2 de tecido 0sseo * desvio padrao.
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A analise da imunomarcacao para TNFa, IL1-B e VEGF foi efetuada na Al4, a
qual compreendia dois retangulos, cada um com 348um x 262um. O lado maior de
tais retdngulos acompanhava o longo eixo do implante. Um dos retangulos ficava
situado no tecido conjuntivo peri-implantar supra-alveolar localizado na porcéo
antero-superior do implante, enquanto o outro retangulo ficava situado no tecido
conjuntivo peri-implantar supra-alveolar localizado na porcédo postero-inferior do
implante.

A analise da imunomarcacéo para OCN foi efetuada na Al2, a qual foi descrita
anteriormente.

Para a mensuracdo da imunomarcacdo de TNFa, IL1-B, VEGF e OCN
empregou as fotomicrografias e o programa ImageJ® (versdo 1.51i; National
Institutes of Health, Bethesda/MD, EUA). Com o auxilio da ferramenta Polygon
selections foi demarcada a densidade de imunomarcacdo na area de interesse, a
qgual foi expressa em unidade arbitraria de densidade de marcacdo na area como

média + desvio padréo.

Nos grupos experimentais onde havia perda éssea peri-implantar e migracao
apical dos tecidos moles peri-implantares, as Al também migravam em sentido

apical.

2.12.3 Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados quantitativos foi realizada com o auxilio do
software BioEstat 5.3® (Instituto de Desenvolvimento Sustentavel de Mamirua,
Tefé/AM, BRA). O teste estatistico de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificacdo da
normalidade e distribuicdo dos dados, posteriormente, foi utilizado o Teste de
Andlise de Variancia (ANOVA), seguido do pés-teste de Tukey. Foi adotado um nivel
de significancia de 5% (p<0,05).
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3 RESULTADOS

3.1 Anadlise do estado geral de saude e exame clinico intraoral

Do total de animais que iniciaram o0 experimento com a exodontia do incisivo
superior direito e instalacdo imediata do implante (n=60), Trinta (50%) tiverem o
implante osseointegrado apds o periodo (8 semanas) de cicatrizacdo dos implantes.
Dois espécimes foram utilizados para as analises microtomogréficas, e 28 animais
foram efetivamente incluidos no estudo apés a afericdo clinica de estabilidade

secundaria no momento da reabertura dos implantes.

De maneira geral, os animais incluidos neste estudo apresentaram boas
condicBes de saude geral, as quais se mantiveram estaveis durante todo o periodo
experimental, tolerando bem os procedimentos cirlrgicos empregados e o protocolo

medicamentoso com veiculo ou zoledronato.

No que se refere ao peso corporal, em uma analise individual, todos os
animais apresentaram maior peso corporal no inicio do experimento, previamente a
instalacdo do implante, quando comparado ao dia da reabertura, contudo, foi
constatada uma boa adaptacdo ao procedimento cirlrgico e a dieta moida com o
ganho de peso ao longo do experimento. Tanto na andlise intragrupo quanto na
analise intergrupos ndo houve diferencas estatisticas no peso corporal entre o

periodo inicial, reabertura do implante, e eutanasia dos animais.

Ao exame clinico intraoral e inspec¢do visual, para parametros como eritema,
edema e sangramento, ndo foi possivel constatar grandes diferencas clinicas entre
os animais do grupo VEI e ZOL ao longo de todo o experimento. Os implantes se
apresentavam estaveis e os tecidos moles totalmente reparados, no entanto, o
grupo ZOL apresentava eritema ao redor dos implantes um pouco mais acentuada

gue no grupo VELI.

Os animais dos grupos VEI-PIE e ZOL-PIE apresentaram um grande acumulo
de biofilme ao redor do fio de algoddo no momento da coleta das amostras, sendo
possivel constatar edema, eritema e sangramento ao redor dos implantes, os quais

foram mais exacerbados em ZOL-PIE.
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A inducao da PIE com o fio de algod&do nos grupos VEI-PIE e ZOL-PIE néo
ocasionou a perda da estabilidade do implante em nenhum espécime. Ao exame
clinico ndo se observou lesdes semelhantes a ONMM-IO (com exposicao de tecido
0sse0) estabelecidas em nenhum dos animais dos grupos ZOL e ZOL-PIE.

3.2 Aspectos histopatoldgicos dos tecidos peri-implantares

Em VEI observou-se um tecido conjuntivo denso ndo modelado ao redor dos
implantes, o qual se mostrou com grande quantidade de fibroblastos, muito
vascularizado e com raras células inflamatérias. Neste grupo ndo se constatou perda
0ssea peri-implantar e nem reabsorcdo 0ssea ativa nas adjacéncias da crista 6ssea
alveolar. O tecido 6sseo ao redor do implante se mostrou com a estrutura e com 0

padrao de celularidade preservados.

Em ZOL observou-se uma concentracdo de células inflamatérias no tecido
conjuntivo peri-implantar, principalmente células mononucleadas. Neste grupo néo
se constatou perda éssea peri-implantar. A quantidade de tecido ésseo ao redor do
implante se mostrou similar ao grupo VEI, no entanto, a quantidade de tecido 6sseo

nao vital era nitidamente maior.

No grupo VEI-PIE constatou-se no tecido conjuntivo situado ao redor do
implante um infiltrado inflamato6rio, composto predominantemente por células
mononucleadas. Neste grupo observou-se perda éssea alveolar, a qual atingiu o
terco cervical do implante. Tal perda 6ssea ainda se mostrava ativa em funcdo da
presenca de osteoclastos em franco processo de reabsor¢cdo 6ssea nas adjacéncias
da crista 6ssea alveolar. Poucas eram as areas de tecido 6sseo ndo vital ao redor do

implante.

O grupo ZOL-PIE apresentou intenso infiltrado inflamatério no tecido
conjuntivo peri-implantar, com predominancia de células mononucleadas. A
inflamacé&o peri-implantar se mostrou muito mais exacerbada em ZOL-PIE quando
comparada com o0s demais grupos. Foi observada uma discreta perda oOssea
alveolar peri-implantar, a qual ficou confinada a metade do tergo cervical do
implante. Alguns osteoclastos, grandes, arredondados, hipernucleados, foram

observados nas adjacéncias da crista O0ssea alveolar, todavia, a maioria deles
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distante da matriz 6ssea, uma caracteristica morfolégica de inatividade. A maioria
dos espécimes deste grupo apresenta comprometimento da vitalidade do tecido
0sseo ao redor dos implantes. A dimenséo de tais areas de tecido 6sseo nao vital

variou entre os espécimes deste grupo.

3.3 PTO-T e PTO-NV ao redor dos implantes

A PTO-T e a PTO-NV nos diferentes grupos experimentais estédo

apresentadas na Fig.4, e na forma de gréficos na Fig.4a e Fig.4f respectvamente.

O grupo VEI-PIE apresentou uma menor quantidade de PTO-T quando
comparado aos demais grupos (p<0,05). Ndo houve diferenca estatisticamente
significativa na PTO-T entre os grupos VEI, ZOL e ZOL-PIE.

Em relacdo a PTO-NV, ndo foi observada diferencas estatisticamente
significantes quando comparados os grupos VEI e VEI-PIE. O grupo ZOL
apresentou uma maior PTO-NV quando comparado aos grupos VEI e VEI-PIE
(p<0,05). A PTO-NV em ZOL-PIE foi maior que nos demais grupos experimentais
(p<0,05).

3.4 TRAP nos tecidos peri-implantares

A quantidade de células TRAP-positivas nos diferentes grupos experimentais

esta apresentada no Fig.5, e em forma de grafico na Fig.5a.

VEI-PIE apresentou maior quantidade de células TRAP-positivas em
comparacao com 0s demais grupos experimentais (p<0,05). Em ZOL e ZOL-PIE a
qguantidade células TRAP-positivas foi menor que nos grupos tratados com o veiculo
(VEI e VEI-PIE) (p<0,05).

3.5 TNFaq, IL-1B8, VEGF e OCN nos tecidos peri-implantares

A densidade de imunomarcacédo para TNFa e IL-18 nos diferentes grupos
experimentais esta apresentada na Fig.6, e na forma de graficos na Fig.6a e Fig.6f

respectivamente.
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VEI-PIE e ZOL apresentaram maior densidade de imunomarcacao tanto para
TNFa quanto para IL-18 quando comparados com VEI (p<0,05). A densidade de
imunomarcacao tanto para TNFa quanto para IL-18 em ZOL-PIE foi maior que nos
demais grupos experimentais (p<0,05).

A densidade de imunomarcacdo para VEGF e OCN nos diferentes grupos
experimentais esta apresentada na Fig.7, e na forma de graficos na Fig.7a e Fig.7f

respectivamente.

Em relacdo a VEGF, VEI-PIE apresentou uma maior densidade de
imunomarcacdo quando comparado com os demais grupos experimentais (p<0,05).
A densidade de imunomarcacéo para VEGF no grupo ZOL foi menor que quando
compara ao grupo VEI (p<0,05).

Em relacdo a densidade de imunomarcacdo para OCN, o grupo VEI
apresentou uma maior densidade de imunomarcagédo quando comparado com 0sS
demais grupos experimentais (p<0,05). A densidade de imunomarcacéo para OCN
nos grupos ZOL e ZOL-PIE foi menor que no grupo VEI-PIE (p<0,05).
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4 DISCUSSAO

O presente estudo investigou alteracdes ao nivel celular e tecidual ao redor
de 10 osseointegrados, com o intuito de responder se a presenca do implante
poderia se constituir em um fator de risco para a ONMM durante um tratamento com
alta dosagem de zoledronato em um modelo experimental com ratas senescentes.
Além disso, foi investigado também se a PIE seria capaz de gerar alteracbes ao
nivel celular e tecidual nas adjacéncias do IO ja osseointegrado que poderiam se
constituir em um fator de risco agravante para a ONMM ao longo de um tratamento
com alta dosagem de zoledronato.

Os modelos experimentais de ONMM em animais tém ajudado muito a
compreender sua etiopatogenia e no desenvolvimento de abordagens terapéuticas
preventivas (Jang et al., 2015; Silva et al., 2015; Kolpakova et al., 2017; Ervolino et
al., 2019; Toro et al., 2019). Acreditamos que nédo seja diferente em se tratando da
Pl, estudos experimentais vém utilizando-se de injecdo de bactérias (Koutouzis et
al., 2017; Sun et al., 2020), lipopolissacarideos (LPS) (Takamori et al., 2017; He et
al., 2021) e ligaduras (Wong et al., 2017; Yu et al., 2018; Yue et al., 2020; Hori et al.,
2021) para o desenvolvimento da PIE. No entanto, com relacdo a ONMM-10O alguns
desafios metodoldgicos tiveram que ser vencidos no presente estudo. Poucos séo
0s modelos experimentais em animais, principalmente em ratos, que instalam 10 na
cavidade bucal de tais animais. Os modelos experimentais existentes sao
predominantemente na maxila, na maioria das vezes, no sitio de extracdo do
primeiro molar superior (Koutouzis et al., 2017; Takamori et al., 2017; Wong et al.,
2017, He et al., 2021) ou no espaco edéntulo anterior aos molares (Yue et al., 2020;
Sun et al., 2020), o que implica na utilizagdo de um implante bastante curto, para
gue nao haja envolvimento do seio maxilar (Biguetti et al., 2018). O emprego de um
implante muito curto, como o empregado na maior parte dos estudos, ao ser
associado com a ligadura, a qual promove um acumulo de biofilme, e induz a PIE,
poderia gerar um nivel de perda 0ssea capaz de provocar a perda do implante em
um curto espaco de tempo. Caso o intervalo de tempo de progressao da PIE fosse
muito reduzido, poderia ndo haver tempo suficiente para se verificar uma resposta

adaptativa ao nivel celular e tecidual ao redor do IO.
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Levando-se em consideracdo o exposto acima, foi empregado neste estudo
um modelo experimental estabelecido por nosso grupo de pesquisa. Diante disso,
propusemos um modelo, onde 10 com 57 mm de comprimento e 2,5 mm de
diametro, ou seja, implantes relativamente longos, comparados com empregados em
outros estudos, foram instalados, de imediato, no sitio de extracdo do incisivo
superior direto. Apés o periodo de osseointegracdo, a plataforma do implante foi
exposta e conectado a ele um cicatrizador transmucoso, o qual, no grupo VEI-PIE e
ZOL-PIE, também se constituiu no local onde foi instalada a ligadura, que
permaneceu por um periodo de cinco semanas, ou seja, um tempo relativamente
longo, onde as respostas celulares e teciduais frente a PIE e suas consequéncias

para os 10 poderiam ser evidenciadas.

Um outro ponto importante que foi levado em consideracdo em nosso modelo
experimental foi o seu delineamento baseado em dados epidemiolégicos sobre a
doenca, ou seja, buscamos mimetizar as principais condi¢cdes e fatores de risco
relacionados com a ONMM. Neste modelo experimental foram empregadas ratas
senescentes, as quais concluiram o estudo com aproximadamente 20 meses de
idade, tendo em vista que a ONMM acomete mais frequentemente mulheres com
idade avancada (Otto, et al., 2011; Fliefel et al., 2015; Khan et al., 2017, McGowan
et al, 2018), sendo a idade um fator agravante também associado ao
desenvolvimento da peri-implantite (Mameno et al., 2019). A droga antirreabsortiva
utilizada foi o zoledronato, na dosagem oncoldgica, uma vez que grande parte dos
casos de ONMM-IO (Shirota et al., 2009; Junqueira et al., 2011; Favia et al., 2015;
Giovannacci et al.,, 2016; Matsuo et al., 2016; Bennardo et al.,, 2020) esta
relacionada com este bisfosfonato, o qual frequentemente é empregado para
complementacdo da terapia oncoldgica. Além de explorar o que a presenca do
implante ocasiona nos tecidos periimplantares, também utilizamos um fator local
agravante, que foi a PIE, uma vez que varios estudos apontam para uma forte
correlacdo entre Pl e a ocorréncia da ONMM-IO (Kwon et al., 2014; Troeltzsch et al.,
2016; Pichardo et al., 2020; Seki et al., 2021; Tempesta et al., 2021).

Os bisfosfonatos nitrogenados, como o zoledronato, inibem a enzima farnesil
difosfato sintase, enzima chave da via do mevalonato. A interrupgdo desta via,
impede a formacao de farnesil difosfato e geranilgeranil difosfato, os quais sao

essenciais para prenilacdo de pequenas GTPases, dentre as quais estdo Ras, Rho e
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Rac, fundamentais para diversos processos celulares dos osteoclastos, como
rearranjo do citoesqueleto, alteracdes morfolégicas de membrana, essenciais para a
reabsorcdo 6ssea, trafego de vesiculas e inibicdo da apoptose (Rogers et al., 2011).
No presente estudo, constatamos que o zoledronato exerceu seus efeitos sobre os
osteoclastos, tendo em vista que a quantidade de células TRAP-positivas nos
grupos ZOL e ZOL-PIE foi menor que os grupos tratados com o veiculo. Inclusive no
grupo ZOL-PIE, mesmo a presenca da peri-implantite ndo foi capaz de elevar
significativamente a quantidade de células TRAP-positivas, e o reflexo disso foi a
pequena perda Ossea peri-implantar neste grupo, como mostrado pela avaliacdo
histopatolégica. Um outro aspecto importante observado em ZOL e ZOL-PIE foram
as caracteristicas morfolégicas do osteoclasto, os quais se mostravam grandes,
arredondadas, hipernucleadas e geralmente distantes da matriz 6ssea. No grupo
VEI observou-se uma pequena quantidade de células TRAP-positivas,
provavelmente, osteoclastos relacionados com a remodelacdo 6ssea local. Ao passo
que em VEI-PIE uma grande quantidade de células TRAP-postivas foram
observadas, as quais exibiam aspecto morfoldgico de atividade, inclusive
comprovando que a perda 6ssea peri-implantar, constatada na analise histoldgica,

estava ainda ativa, caracterizando a PIE.

Kwon et al., 2014, descreveram trés diferentes aspectos da ONMM-IO em
humanos: (1) “Congelado” (“Frozen type”), uma extensa area de 0sso necrético, com
lacunas desprovidas de ostedcitos, e bordas désseas com diferentes graus de células
inflamatorias; (2) “Osteolitica” (“osteolytic type”), semelhante a uma osteomielite
convencional, com fragmentos Gsseos necroticos cercados por uma densa camada
de células inflamatérias e colonias bacterianas; e (3) “Em bloco” (“en block type”),
com um sequestro 6sseo envolvendo o implante, com lacunas vazias de ostedcitos,
infiltrado inflamatério e colonizacdo de microorganismos nas cavidades 0sseas,
poréem mantendo-se o0 contato entre 0sso e implante. Estes trés tipos podem
coexistir em uma mesma lesdo, dependendo do grau de destruicdo Ossea, e da

gravidade da infecgao (Kwon et al., 2014).

Fazendo uma correlagcdo com o estudo de Kwon et al., 2014, e extrapolando
nossos resultados experimentais, constatamos que a maior parte dos espécimes do
grupo ZOL-PIE, se enquadram no tipo 1, congelado. Todavia, deve ser levado em

consideracdo que os critérios por nés adotados para tal classificacdo levaram em
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consideracdo os aspectos histologicos dos tecidos peri-implantares, tendo em vista
gue clinicamente nao foi possivel constatar lesbes com aspectos semelhantes a
ONMM-IO que é observada em humanos, com exposi¢cdo de tecido 6sseo, 0 que

consideramos que possa ser uma caracteristica do modelo experimental em ratos.

Dentre os parametros avaliados no presente estudo, dois deles sdo de
fundamental importancia por caracterizar as lesdes semelhantes a ONMM-IO, o nivel
de inflamacéo tecidual e a PTO-NV. No presente estudo constatamos, via analise
histopatolégica e imunoistoquimica para TNFa e IL-1B, que existe um nivel de
inflamacé&o ao redor de implante no grupo ZOL, a qual é exacerbada pela presenca
da ligadura, no grupo ZOL-PIE. Além disso, tanto a andlise histopatolégica quanto a
andlise histométrica da PTO-NV, mostram quantidade elevada de tecido 6sseo ndo
vital ao redor do implante em ZOL, o que é grandemente elevado na presenca da
PIE, em ZOL-PIE. Acreditamos que haja uma forte relacdo entre o nivel de
inflamacdo e o aumento da quantidade de tecido 6sseo ndo vital. Além disso,
supomos que a lesdo semelhante a ONMM-IO se manifeste histologicamente, ou até
mesmo clinicamente, na dependéncia da quantidade de tecido 6sseo nao vital

presente.

O aumento de citocinas proé-inflamatérias como TNF-a, IL1-$, IL-18 e IL-6 esta
fortemente associado com a ocorréncia de ONMM em modelos experimentais (de
Barros Silva et al., 2016; Morita et al., 2017; Funayama et al., 2019; Soma et al.,
2021). Morita et al. (2017) demonstraram que camundongos nocaute para TNFa,
IL1a/B e IL-6 sao resistentes ao surgimento de lesdes semelhantes a ONMM mesmo
com a administracdo de alta dosagem de bisfosfonatos. Medicamentos como o
Etanercepte, um inibidor de TNFa, e anticorpos neutralizantes para IL-6, tem sido
sugerido como potenciais medicamentos capazes de prevenir a ONMM em ratos
tratados com zoledronato e que se submeteram a exodontia concomitantemente
(Soma et al., 2021).

Os elevados niveis de inflamacéo local e sistémica associados com a inibicdo
da atividade osteoclastica induzida pelo zoledronato estimula a conversao de células
precursoras de osteoclastos em macréfagos, 0os quais secretam ainda mais citocinas
inflamatorias, gerando a denominada “tempestade inflamatéria” (Morita, et al., 2017,

Soma et al.,, 2021). O zoledronato tem sido apontado como um importante
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modulador fenotipico de macrofagos, tanto in vitro como in vivo (Zhu et al., 2019),
aumentando a polarizacdo dos macréfagos M1, ativados por receptores do tipo Toll
Like receptors 4 (TLR-4), e consequentemente, desencadeando o fator de
transcricdo pro-inflamatério NF-kB (factor nuclear kappa beta), e suprimindo a
polarizacdo de macrofagos M2 (ligados a eventos anti-inflamatoérios) (Zhang et al.,
2021).

Ao nivel 6sseo, a associagdo destes eventos inflamatorios ultrapassa o limiar
de adaptacédo fisioloégica dos ostedcitos, levando a eventos de morte celular
(apoptose, autofagia, necroptose ou necrose). A sinalizacdo TNF-a/TNFR1 vem
sendo fortemente associada a ativacdo da necroptose de ostedcitos, um tipo de
morte celular programada, mas que acarreta o0 rompimento da membrana celular e o
extravasamento de padrdes moleculares associados a danos (DAMPS) na matriz
extracelular. A presenca de padrdes celulares ligados a antigenos (PAMPS),
lipopolissacarideos (LPS), DNAs danificado, entre outras moléculas ativam ligantes
como Toll Like receptors 2/4 (TLR 2/4) que também desencadeiam a necroptose de
osteqcitos e acarretam eventos inflamatérios secundérios, aumentando ainda mais o
qguadro inflamatoério, uma vez que, essas células estdo aprisionadas em lacunas na
matriz 6ssea, impossibilitando a ag¢éo imediata das células clasticas (Aguirre et al.,
2021).

Um aspecto que também deve ser considerado no presente estudo séo 0s
efeitos do zoledronato sobre os osteoblastos. Em ZOL e ZOL-PIE constatou-se
menor imunomarcacéo para OCN, quando comparado com os demais grupos, o que
pode ter ocorrido devido a efeitos citotoxicos do zoledronato sobre células da
linhagem osteoblastica. Huang et al., 2016 demonstraram efeitos inibitorios dose-
dependente para a expressao de colageno tipo |, fosfatase alcalina e OCN para
osteoblastos tratados com zoledronato in vitro, além de uma diminuicdo da
diferenciacdo de células precursoras por reducdo da expressdo de proteina 6ssea
morfogenética 2 (BMP-2). O zoledronato também foi capaz de reduzir
significativamente a diferenciacdo de células tronco derivadas do tecido adiposo em
osteoblastos (Qu et al., 2020). Efeitos citotoxicos ligados a alteracbes na
proliferacdo, maturagcdo e expressdo de proteinas de células da linhagem
osteoblastica também ja foram apontadas por outros estudos com o uso do

zoledronato (Fromigué et al., 2002; Basso et al., 2013).
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Um outro aspecto local que seria capaz de contribuir negativamente € a acao
antiangiogénica do zoledronato, comprovado no presente estudo pelos niveis baixos
de VEGF nos grupos ZOL e ZOL-PE. Um estudo anterior do nosso grupo de
pesquisa demonstrou que animais que se submeteram a exodontia durante um
tratamento sistémico com zoledronato tiveram menor imunomarcacao para VEGF
guando comparado a animais controle (Toro et al., 2019). Wehrhan et al. (2011) em
um estudo com 20 pacientes com ONMM, que tomaram zoledronato ou
pamidronato, demonstraram uma reducgéo na angiogénese e neoformacéo de vasos

no tecido mucoperiosteal.

Embora o presente estudo ndo tenha focado sua atengcdo na microbiota,
devemos levar em consideragdo que o tratamento com zoledronato resulta em
alteracbes na microbiota bucal (Pushalkar et al., 2014). Bactérias
periodontopatdégenas, também presentes na peri-implantite, como Porphyromonas
ssp., Treponema ssp. e Magibacterium ssp. causam um aumento dos efeitos pro-
inflamatoérios, mediados por citocinas como IL8, IFN-y e TNF-a, ou seja,
potencializando ainda mais efeitos descritos anteriormente (Li et al., 2020). Um outro
aspecto que deve ser levado em consideracédo para o desenvolvimento da ONMM-
IO € o estresse biomecéanico, causado pela funcdo da reabilitacdo implanto
suportada, o que leva a microdanos, principalmente no tecido 6sseo, o qual esta sob
forte inibicdo da reabsorcdo 6ssea pelo uso da droga antirreabsortiva, o acumulo
desses microdanos no tecido ésseo e a auséncia de “turnover’” ou de remodelacéo
0ssea potencializa ainda mais os efeitos negativos sobre os tecidos peri-implantares
(Kwon et al., 2014).

A ONMM compromete consideravelmente a qualidade de vida dos pacientes,
especialmente daqueles que estdo sob tratamento concomitante para doencgas que
ja sdo muito debilitantes, como o cancer. O seu tratamento pode ser longo, o
prognoéstico é duvidoso e pode resultar em graves sequelas. Em se tratando da
ONMM-IO além de ocorrer a perda do implante, também pode haver o
comprometimento de dentes ou implantes vizinhos. A remoc¢ao do implante e do
tecido 0sseo necrotico pode ndo conter 0 avanco da necrose 6ssea, 0 que pode
ocasionar extensas perdas na maxila ou na mandibula, o que inclusive pode

dificultar, ou até mesmo impossibilitar a reabilitacdo, resultando em mais
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consequéncias negativas na qualidade de vida do paciente. As estratégias
preventivas sdo as ideais em se tratando da ONMM, inclusive a ONMM-IO.
Acreditamos que o0 acompanhamento dos pacientes com implantes e sob
tratamento, ou até mesmo apds o tratamento com drogas antirreabsortivas, seja de
fundamental importancia. Neste caso é imprescindivel que ocorram visitas regulares
ao cirurgido dentista para instrucéo e avaliacdo de higiene, assim como, terapias de
manutencdo para a prevengdo da peri-implante. Estudos clinicos controlados e
randomizados, propondo e avaliando protocolos a serem empregados em pacientes
com implantes e que estdo, ou estiveram sob tratamento com drogas com acéo

antirreabsortiva ainda ndo foram realizados e sdo extremamente necessarios.
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5 CONCLUSAO

Conclui-se que o tratamento com altas doses de zoledronato ocasiona
alteracdes ao nivel peri-implantar, dentre elas, um aumento da inflamacéo local, e da
PTO-NV ao redor do implante osseointegrado, o que pode representar um possivel
fator de risco para o surgimento da ONMM-IO. Na presenca da PIE hd uma
exacerbacdo da inflamacdo e um aumento ainda maior da PTO-NV, o que implica
em um importante fator de risco agravante para o surgimento da ONMM-IO no

modelo experimental estudado.
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FIGURAS

Figura 1 Painel fotografico dos procedimentos cirtrgicos experimentais: (a) Sindesmotomia
do tecido mole periodontal ao redor do incisivo superior direito realizada com Hollemback 3s.
(b) Apreencdo do incisivo superior com pinga clinica romba. (c) Morfologia do incisivo
central superior direito apos a extracdo. (d) Aspecto do alvéolo apdés a exodontia,
previamente a instalacdo do implante osseointegrado. (e) Chave digital quadrada acoplada
a conexao interna do implante. (f) Inicio da insercdo do implante no alvéolo dentario. (Q)
Aspecto lateral do término da insercdo do implante no alvéolo dentério. (h) Posicionamento
final do implante apds alcancar a estabilidade primaria pelo travamento nas paredes do
alvéolo. (i) Sutura interrompida simples para aproximacdo das bordas da ferida. (j)
Rebatimento do retalho de expessura total sobre o implante. (k) Chave 0.9 acoplada na
conexdo interna do cicatrizador. (I) Cicatrizador instalado. (m) Inicio da instalacéo do fio de
algodéao ao redor do cicatrizador do implante, com o auxilio de um Hollemback 3S o fio foi
inserido no sulco peri-implantar. (n) Fio instalado ao redor do implante. (0) Actulmulo de
biofilme ao redor do fio de algoddo 5 semanas ap0s sua instalacao.
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Figura 2 Caracteristicas do implante e do cicatrizador e areas de interesse avaliadas no

presente estudo. (a) Desenho esquematico da estrutura e das dimensdes do implante e do

cicatrizador. (b) Fotografia evidenciando o implante e o cicatrizador em separado e

acoplados um ao outro. (c) Desenho esquematico mostrando a posicdo do implante-

cicatrizador na maxila do rato. (d) Representacdo evidenciando as areas de interesse (Al)

analisadas no presente estudo, sendo que em All foi efetuada a andlise histologica

(retdngulo preto), em AlI2 foram efetuadas as andlises da PTO-T, PTO-NV e OCN
(retdngulos vermelhos), em AI3 foi efetuada a analise de TRAP (retangulo azul) e em Al4

foram efetuadas as analises de TNFa, IL-18, VEGF (retangulo verde).
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Figura 3 Delineamento experimental: Tratamento medicamentoso com veiculo ou
zoledronato. Periodo experimental com énfase no tratamento medicamentoso com veiculo
ou zoledronato. No inicio do experimento foram realizadas a exodontia do incisivo superior
direito e a instalacédo imediata do implante osseointegrado. As ratas foram submetidas a alta
dose de zoledronato apés o periodo de osseointegracao do implante, e a inducdo da PIE foi
realizada durante o tratamento medicamentoso com a instalacdo de uma ligadura com fio de

algod&o ao redor do cicatrizador do implante, instalado previamente, no dia da reabertura.
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Figura 4 Porcentagem de tecido 6sseo total (PTO-T) e porcentagem de tecido 6sseo hao
vital (PTO-NV) no tecido peri-implantar. (a) e (f) Graficos mostrando a PTO-T (a) e de PTO-
NV (f), sendo que: T, diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo VEI; f,
diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo VEI-PIE; 9, diferenca
estatisticamente significante em relagdo ao grupo ZOL. (b - e€) e (g - j) Fotomicrografias
evidenciando o padréo de estruturagdo e de celularidade do tecido 0sseo situado nas
espiras do implante (b - €) e nas adjacéncias imediatas das espiras (g - j) hos grupos VEI (b
e g), VEI-PIE (c e h), ZOL (d e i) e ZOL-PIE (e e j). Simbolos: setas vermelhas, ostedcitos;

setas pretas, lacunas vazias. Aumento original: 1000x. Barras de escala: 25 ym.
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Figura 5 Imunomarcacéo para TRAP no tecido 6sseo peri-implantar. (a) Grafico mostrando
a quantidade de células TRAP-positivas, sendo que: f, diferenca estatisticamente
significante em relacdo ao grupo VEI; %, diferenca estatisticamente significante em relacao
ao grupo VEI-PIE. (b - e) Fotomicrografias evidenciando o padrdo de imunomarcacdo para
TRAP (b - €) no tecido 6sseo peri-implantar nos grupos VEI (b), VEI-PIE (c), ZOL (d) e
ZOL-PIE (e). (f - g) Fotomicrografias destacando as diferencas entre osteoclastos dos
grupos tratados com veiculo e dos grupos tratados com zoledronato, onde tais células
aparecem com dimensfes muito maiores, hipernucleadas, arredondas e distantes da matriz
0sseo. As células estdo indicando as células imunomarcadas. Contra-coloragao:
Hematoxilina de Harris. Aumento original: (b - €) 1000x; (f - g) 4000x. Barras de escala: (b -
e) 25 um; (f - g) 10 ym.
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Figura 6 Imunomarcacdo para TNFa e IL-1B no tecido peri-implantar. (a) e (f) Gréficos
mostrando a densidade de imunomarcacdo para TNFa (a) e IL-1B (f), sendo que: T,
diferenca estatisticamente significante em relagdo ao grupo VEI;, F, diferenca
estatisticamente significante em relagdo ao grupo VEI-PIE; 1, diferenca estatisticamente
significante em relacdo ao grupo ZOL. (b - e) e (g - j) Fotomicrografias evidenciando o
padrdo de imunomarcacao para TNFa (b - €) e IL-1B (g - j) no tecido peri-implantar nos
grupos VEI (b e g), VEI-PIE (c e h), ZOL (d e i) e ZOL-PIE (e e j). Aumento original: 1000x.

Barras de escala: 25 ym.
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Figura 7 Imunomarcacdo para VEGF e OCN no tecido peri-implantar. (a) e (f) Graficos
mostrando a densidade de imunomarcacdo para VEGF (a) e OCN (f), sendo que: ft,
diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo VEI; %, diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao grupo VEI-PIE. (b - €) e (g - j) Fotomicrografias
evidenciando o padrdo de imunomarcacéo para VEGF (b - €) e OCN (g - j) no tecido peri-
implantar nos grupos VEI (b e g), VEI-PIE (c e h), ZOL (d e i) e ZOL-PIE (e e j). As células

estdo indicando as células imunomarcadas. Aumento original: 1000x. Barras de escala: 25

um.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Material suplementar 1 Andlises microtomogréficas ap6s 8 semanas da instalacdo do
implante: a) Aspectos anatdmicos de um espécime, demonstrando por transparéncia a
parede lateral distal do alvéolo a localizagdo do implante; b) Raio-X com incidéncia lateral,
demonstrando a relacdo do implante com o incisivo contra-lateral; ¢) Slice longitudinal ao
implante, no sentido palatino-nasal; d) Slice longitudinal ao implante no sentido mesio-distal;
e) Slice transversal ao implante na regido da primeira rosca; f) Slice transversal ao implante
na regido mediana do implante; g) Slice transversal ao implante na regido da Gltima rosca; h)
Slices do segundo espécime demonstrando as regides de aquisicdo das imagens e

caracteristicas semelhantes de contato osso-implante a nivel microtomografico.
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Material suplementar 2 Reconstru¢cdes microtomograficas demonstrando a estruturacéo e
arquitetura do tecido 6sseo peri-implantar na regido do incisivo superior direito de ratas
Wistar: a) Reconstrucdo com uma visdo antero-inferior da regido implantada; b)
Reconstrucdo com uma visao antero-lateral da regido implantada; c) Reconstrucdo com uma
visdo postero-superior da regidao implantada; d) Reconstrucdo de um segundo espécime
com uma visdo antero-inferior da regido implantada; €) Reconstru¢cdo de um segundo

espécime com uma visdo postero-inferior da regido implantada; f) Reconstrucdo de um

segundo espécime com uma visdo poéstero-superior da regido implantada.
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ANEXOS

ANEXO A - Certificado de aprovacdo do processo n° 01006-2018
pela Comissao de ética no uso de animais (CEUA) da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba, UNESP

unesp® MIEEIST (SR

CAMPUS ARAGCATUBA
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

CEUA - Comissao de Etica no Uso de Animais
CEUA - Ethics Committee on the Use of Animals

CERTIFICADO
Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Avaliagao dos tecidos peri-
implantares em ratos e ratas com implantes osseointegrados na maxila e
submetidos a terapia com dose oncolégica de zoledronato”, Processo FOA n°
01006-2018, sob responsabilidade de Edilson Ervolino apresenta um protocolo
experimental de acordo com os Principios Eticos da Experimentagdo Animal e sua
execugao foi aprovada pela CEUA em 15 de Margo de 2019.
VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 12 de Margo de 2022.
‘ DATA DA SUBMISSAO DO RELATORIO FINAL: até 12 de Abril de 2022.

CERTIFICATE

We certify that the study entitled “Evaluation of peri-implant tissues in male and
female rats with osseointegrated implants in the maxilla and submitted to
therapy with zoledronate oncological dose”, Protocol FOA n° 01006-2018, under
the supervision of Edilson Ervolino presents an experimental protocol in accordance
with the Ethical Principles of Animal Experimentation and its implementation was
approved by CEUA on March 15, 2019.

VALIDITY OF THIS CERTIFICATE: March 12, 2022.
DATE OF SUBMISSION OF THE FINAL REPORT: April 12, 2022.
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