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Goncalves FC. Influéncia do estroncio néo radioativo na prevencao do processo de
osteonecrose induzida por bisfosfonato. [Dissertacédo de Mestrado] Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2018.

RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito preventivo da administragdo do
Ranelato de Estroncio sobre o processo de osteonecrose induzida por bisfosfonatos.
Serao utilizados 60 ratos, divididos randomicamente em 6 grupos de acordo com 0s
diferentes protocolos de administragdo dos medicamentos: Grupo CTR - Foi
administrado soro fisioldgico por injecao subcutadnea diariamente por 60 dias, em
seguida foi realizada uma cirurgia para extragao dos primeiros molares inferiores, e
posteriormente foi continuada a aplicagao diaria de soro por mais 30 dias; Grupo
ALN —Foi administrado alendronato de sodio (1 mg/kg/dia) por via subcuténea
durante 60 dias antes da extracdo dos primeiros molares inferiores e a mesma foi
continuada por 30 dias apos o procedimento cirurgico; Grupo ALN/S — O alendronato
foi administrado por 60 dias e apds esse periodo foi feita a extracdo. Posteriormente,
0s animais receberam soro fisioldgico por 30 dias; Grupo ALN/Sr — Foi administrado
alendronato durante 60 dias e posteriormente foi interrompida a sua administracéao
por 30 dias previamente a extracdo. Em seguida a extracdo, foi administrado o
ranelato de estréoncio por 30 dias (625 mg/kg/dia) por gavagem; Grupo ALN /S60— O
alendronato foi administrado durante 60 dias e tiveram sua administracao
interrompida por 30 dias até o momento da extragdo. Posteriormente a extragéo foi
administrado soro por mais 30 dias apds a cirurgia.; Grupo ALN/Sr 60 — Foi
administrado alendronato por 60 dias, e apds esse periodo a administracdo do
alendronato foi interrompida e foi administrado o ranelato de estroncio, por 30 dias.
Apos esse periodo os dentes foram extraidos e a aplicagdo do ranelato de estréncio

foi continuada por mais 30 dias. Foram realizadas analises microtomografica para



avaliagdo do volume do tecido reparado nos sitios de extracdo, analises
histolégica/estereométrica para avaliagao da vitalidade do tecido 6sseo formado e a
presenga de tecido 6sseo necroético, bem como avaliagdes dos achados histoldgicos
relacionados com a remodelagdo 6ssea na regido. Os resultados obtidos mostraram
uma melhora nos efeitos colaterais da osteonecrose por bisfosfonatos, onde mesmo
na presenga de tecido necrético ocorreu a formagao da matriz de tecido 6sseo na

porcéo basal dos alvéolos.

Assim podemos concluir que a utilizacdo do ranelato de estréncio ndo alterou o
aparecimento inicial de osteonecrose por bisfosfonato, embora tenha ocorrido um

aumento da matriz colagena no processo de reparagao dos alvéolos.

Palavras-chave: Osteonecrose. Difosfonato. Estréncio. Extracdo dentaria.



Goncalves FC. Influence of non-radioactive strontium on the prevention of the
osphonecrosis induced by bisphosphonate.[Dissertacdo de Mestrado] Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2018.

ABSTRACT

The aim of this study will be to evaluate the preventive effect on the administration of
the Strontium Ranelate over the process of osteonecrosis induced by
bisphosphonate. Sixty rats will allocate in 6 groups according to the different
protocols of the medications administration: CTR— It will be apply daily a saline
solution by subcutaneous injection for 60 days, then, a surgery will be made to
remove the inferior molars and posteriorly the daily application of saline solution will
be continued for 30 more days; ALN - administration of sodium alendronate
(Img/kg/day) by subcutaneous injection for 60 days before de extraction of the first
inferior molars. The injections of sodium alendronate will continue for 30 days after
the surgical procedure; ALN/S — Alendronate will be applying for 60 days and then,
the extraction will be made. After that, the animals will receive saline solution for 30
days by daily injection; ALN/S60 — Alendronate will be apply for 60 days and then,
the administration will be interrupted for 30 days before the surgery. A saline solution
will be apply for 30 days after the tooth extractions; ALN/Sr Group — Alendronate will
be apply for 60 days and posteriorly the administration will be interrupted for 30 days,
before the extraction. After this, Strontium Ranelate will be apply for 30 days
(625mg/kg/day) by gavage; ALN/Sr 60 Group — Alendronate will be apply for 60 days,
and after that, this administration will be interrupted and the strontium ranelate will be
apply for 30 days. After that period, the teeth will be extract and the strontium
ranelate aplication will be continued for more 30 days. Micro CT analysis will be
perform to evaluates the repaired tissue volume in the extraction sites. The

descriptive histology and histometry will me perform to evaluates bone tissue vitality,



the presence of necrotic bone tissue, and the histological findings related to bone

remodeling in tooth post-extraction sockets sites.

Key words: Osteonecrosis. Diphosphonates. Strontium. Tooth extraction.
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1 INTRODUCAO

Os bisfosfonatos sdo medicamentos que alteram o metabolismo 6sseo e tem
sido utilizado em pacientes com osteoporose para inibir o processo de perda de
densidade mineral 6ssea™ % 3. Eles sdo considerados reguladores endégenos da
mineralizacdo O0ssea, possuem uma estrutura quimica semelhante a molécula de
pirofosfato inorganico, porém, se diferenciam devido a presenca de uma ligacdo de
fosforo-carbono-fésforo (P-C-P), que os torna resistentes a degradacgéo biologica por

4, 5

serem resistentes a hidroélise Os bisfosfonatos atuam inibindo as células

osteoclasticas, estabilizando assim a perda &ssea ocasionadas por doencas
metabdlicas °. Seu local de acdo se da na superficie 6ssea no processo de
reabsorcéo, devido a sua afinidade pelo célcio, reduzindo a atividade osteoclastica
e/ou induzindo a apoptose de osteoclastos, resultando em aumento da densidade
mineral . Além de sua comprovada acdo sobre osteoclastos, varios estudos tém
demonstrado a acdo indireta dos bisfosfonatos em osteoblastos, impedindo o
turnover 6sseo ou neoformacdo 6ssea ® % 1° Esses medicamentos podem ser
administrados por via endovenosa (p.e. zoledronato), onde sdo consideradas drogas
de efeito mais potentes, indicadas para tratamentos de rapida destruicdo éssea uma
vez que eles sdo mantidos no organismo em uma alta biodisponibilidade, e por via
oral (p.e. alendronato), indicadas para uso continuo em pacientes com osteoporose,
apresentando baixa biodisponibilidade **.

No entanto, os bisfosfonatos, além de sua acao sobre a formacéo éssea
podem apresentar problemas como alta permanéncia da droga ligada ao tecido
6sseo, fraturas 6sseas, lesdes renais e gastrointestinais, risco de osteonecrose ' 2
e canceres ™. Devido a estes efeitos, alguns procedimentos odontolégicos podem
levar a lesbes Osseas necrosantes em pacientes que fazem uso destes
medicamentos *> ¢ 1718,

O efeito adverso dos bisfosfonatos sobre a indugédo de osteonecrose dos
maxilares tem levado a busca por medicamentos de via de acdo é0ssea diferente,
como 0s compostos a base de Estroncio (Sr), tais como o Ranelato de Estroncio,
Carbonato de Estroncio e o Cloreto de Estroncio. Eles que séo citados na literatura
COmMo NoVos agentes antiosteoporéticos, em virtude de sua capacidade de minimizar
o risco de fraturas 6sseas em mulheres pés-menopausa *°. Ao contrério dos agentes

antiosteoporoticos mais comuns, que agem aumentando a formacao 6ssea (atraves
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de hormbnios para-tire6ideos, por exemplo), ou inibindo a reabsor¢cdo 6ssea (como
os bisfosfonatos, por exemplo), os compostos em que apresentam estréncio tem a
eficiéncia em agir tanto nos mecanismos de reabsorc¢do, quanto na formacéo 6ssea.
Embora os mecanismos de acdo do estrbncio ndo estarem inteiramente
esclarecidos, estudos atuais tem mostrado um avanco na descoberta de suas acdes
20 Estudos in vitro vem mostrando que o estréncio promove a inducéo da apoptose
de osteoclastos devido sua capacidade semelhante a do célcio, ou seja, de ativar o0s
receptores sensiveis ao célcio (CaR) %, atuando assim no processo de reabsorcdo
Ossea. Ja no processo de formacgdo 6ssea, atuam em diferentes receptores distintos
ao célcio, ativando moléculas sinalizadoras que irdo promover um aumento do
recrutamento e diferenciacdo de células pré-osteoblasticas 2, como também
promovem um aumento de protaglandinas E2 (PGE2) que sédo capazes de estimular
a diferenciacdo de pré-osteoblastos em osteoblastos #*. Outra maneira em que
participam e favorecem a formacéo 6ssea € sua tendéncia em aumentar a fosfatase
alcalina (enzima que marca a diferenciacdo osteoblastica) e a expressdo de
osteocalcina (OCN) e sialoproteina (BSP), e ao mesmo tempo reduzir os marcadores
de diferenciacdo de osteoclastos .

Estudos clinicos e pré-clinicos 22014

tem investigado o efeito de diferentes
terapias sobre o tratamento ou a prevencdo da osteonecrose dos maxilares
induzidas por bisfosfonatos. Os resultados ndo tem apresentado efeitos relevantes,
havendo com isso a necessidade de estudos que avaliem novos medicamentos,

como a administracéo de ranelato de estroncio.
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2 PROPOSICAO

2.1 Geral
O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito do ranelato de estréncio no

processo de osteonecrose induzida por bifosfonato em ratos.
2.2 Especifico

Os objetivos especificos serdo avaliar em condicdes de osseonecrose, 0
efeito do ranelato de estroncio sobre a reparacao tecidual, utilizando as anélises:

1. Histologica

2. Estereométrica

3. Microtomografica

2.3 Hipoteses

HO- A utilizacdo do ranelato de estréncio ndo altera o processo de osteonecrose por
bisfosfonato.
H1: A utilizacdo do ranelato de estroncio altera o processo de osteonecrose por
bisfosfonato.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Bisfosfonato

Marx et al.?®, avaliaram os fatores de risco, o reconhecimento, a prevencéo e
o tratamento de osteonecrose em mandibula devido ao uso de bisfosfonato. Foram
revisados 119 casos de tratamentos com bisfosfonatos relacionados a exposi¢éo
O0ssea. Os pacientes apresentavam doencas como mieloma multiplo, cancer de
mama metastatico, cancer de prostata metastatico e osteoporose. Eles receberam
diferentes tipos de terapia com bisfosfonatos: 32 receberam pamidronato dissodico,
48 4cido zoledronico, 36 comecaram a terapia com pamidronato e posteriormente
acido zoledrdnico e 3 receberam alendronato de sédio. O tempo previsto para a
inducdo de uma exposicado clinica 6ssea e seus sintomas foram de 14,3 meses para
0S pacientes que receberam pamidronato dissédico, 9,4 meses para acido
zoledroénico, 12,1 meses para quem recebeu os dois e 3 anos para quem recebeu
alendronato de sédio. Foram encontrados exposicdo 6ssea assintomatica em 37
pacientes, 82 apresentaram dor, 28 desenvolveram mobilidade dental e 21
apresentaram fistulas intra ou extra orais. Foi observado que alguns fatores
precipitaram o aparecimento da exposicdo 6ssea, como extracdo dentaria em 37,8%
dos casos, periodontite avancada em 28,6%, instalacdo de implantes em 11,2%,
tratamento de canal em 0,8% e espontaneos em 25,2% dos casos. Oitenta e um
pacientes apresentaram exposi¢cdes 0sseas apenas ha mandibula, 33 na maxila e 5
ocorreram em ambos os maxilares. Assim, 0s autores concluiram que nao €
possivel a completa prevencédo dessa complicacdo, portanto a terapia dental antes
do uso destes medicamentos pode reduzir a incidéncia e que a antibioticoterapia
juntamente com a clorexidina € um método efetivo no controle da dor quando ocorre
exposicdo 0ssea sintomatica.

Roelofs et al.’, revisaram a farmacologia dos bisfosfonatos em relacdo a
estrutura quimica e sua poténcia anti-reabsortiva. Os autores encontraram que 0S
bisfosfonatos contendo nitrogénio atuam intracelularmente pela inibicdo da farnesil
difosfato sintase, uma enzima da via do mevalonato, prevenindo assim a prenilagao
de pequenas proteinas de sinalizacdo GTPase necessarias para a funcao celular

normal. Os bisfosfonatos que carecem de um nitrogénio na estrutura quimica nao
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inibem a prenilacdo da proteina e tém um modo de acdo diferente, que parece
envolver principalmente a formacdo de metabdlitos citotoxicos nos osteoclastos.
Assim, concluiram que os bisfosfonatos s&o inibidores altamente eficazes da
reabsorcdo O0ssea que afetam seletivamente os osteoclastos in vivo, mas também
podem ter efeitos diretos sobre outros tipos de células, tais como células tumorais,
mas suas propriedades antitumorais exatas ainda precisam ser esclarecidas.

Russel et al.®, forneceram informacdes sobre a nossa compreenséo atual de
como bisfosfonatos atuam no processo de remodelacdo 6ssea e destacaram as
propriedades que podem ajudar a explicar algumas das diferencas clinicas
observadas por meio de revisdes de literatura. Revisaram as informagdes sobre o
mecanismo de acdo dos bisfosfonatos, onde destacaram que o0s efeitos
farmacoldgicos classicos dos bisfosfonatos parecem ser o resultado de duas
propriedades-chave: a afinidade pelo mineral 6sseo e seus efeitos inibitérios sobre
0s osteoclastos. Os bisfosfonatos contendo nitrogénio (alendronato, risedronato,
ibandronato e zoledronato) resultam da inibicdo da enzima farnesil pirofosfato
sintase (FPPS) em osteoclasto, que é uma enzima chave na via mevalonato, onde
geram lipideos isoprenoides para a modificacdo poés-traducdo de pequenas
proteinas de ligacdo a GTPase que sdo essenciais para a funcdo dos osteoclastos e
concluiram que cada tipo de bisfosfonato tem um perfil unico que pode ajudar a
explicar as possiveis diferencas entre eles, em termos de velocidade, duracao e
forma de acéo.

Estilo et al.?’, realizaram um estudo retrospectivo de pacientes com a doenca
do metabolismo Gsseo tratados com bisfosfonato intravenoso para categorizar 0s
fatores de risco associado com a osteonecrose de maxilares e os resultados clinicos
desta condigdo. Foram selecionados 310 pacientes que apresentava mieloma
multiplo, cancer de mama e cancer de prOstata e estavam sendo tratados com
bisfosfonato intravenoso, destes, apenas 35 pacientes apresentaram osteonecrose
dos maxilares. Os autores observaram que fatores como o tipo de cancer, duragéo
da terapia com bisfosfonato, tratamento com pamidronato seguido com &cido
zoledrénico, presenca associada de osteoartrite, artrite reumatoide e doencas
hematoldgicas estiveram associada ao aumento do risco de osteonecrose dos
maxilares. As caracteristicas clinicas observadas em todos o0s casos de
osteonecrose foram, exposicdo 6ssea ndo vital e algumas assintomatica como: nos

pacientes que relatavam dor os tecidos moles circundantes apresentavam-se
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eritematosos e inflamados, lesdes medindo 1,5mm de diametro, dorméncia, inchaco,
supuracdo e mobilidade dentaria. Um paciente desenvolveu fistula extra oral, dois
pacientes fraturaram a mandibula, a maioria dos pacientes tinham realizado
anteriormente um procedimento dental cirdrgico no local da osteonecrose. Apenas
em 14 pacientes foram diagnosticados com osteonecrose espontanea. Os autores
observaram nesse estudo que a mandibula foi o local mais comum de osteonecrose
entre os pacientes.

1.8 relataram dois casos de osteonecrose em mandibula

Conte-Neto et a
relacionado com bisfosfonatos em pacientes com artrite reumatoide e conduziram
uma revisao de literatura sobre os casos clinicos semelhantes. Ambas as pacientes
eram do sexo feminino e faziam uso oral de 10 mg de alendronato semanalmente
por mais de 3 anos. Foram detectadas lesdes com exposicdo O0ssea e secrecao
purulenta na regido posterior de mandibula sem nenhum tipo de fator predisponente.
O tratamento realizado consistiu em antibiéticos e enxaguatérios bucais com
clorexidina, debridamento cirargico e posterior interrompimento das drogas. ApoOs
estes procedimentos houve remissdo completa das lesdes. Os autores concluiram a
importancia da necessidade dos reumatologistas estarem cientes do potencial risco
de desenvolvimento da osteonecrose induzida por bisfosfonatos e realizarem
trabalhos preventivos com cirurgides dentistas para evitar ou detectar precocemente
as lesdes.

Kang et al.?°, desenvolveram um modelo de inducdo da osteonecrose em
mandibula através da inducdo de doenca periapical em ratos tratados com doses
elevadas de bisfosfonatos. Foram utilizaram 35 ratos que receberam intra-
peritonealmente injecdes de solucdo salina ou injecdes de acido zoledrénico
(200ug/kg), 3 vezes por semana até uma semana antes da indugcdo de leséo
periapical. Posteriormente foram realizadas exposi¢cdes pulpares nos primeiros e
segundo molares inferiores esquerdos e o tratamento com acido zoledrénico foi
realizado por até 7 semanas. Ap0Os a eutanasia, as amostras obtidas foram avaliadas
histologicamente e radiograficamente. Os autores demonstraram que as lesdes
periapicais foram maiores em ratos tratados com bisfosfonatos, sendo observado um
espessamento da lamina dura, deposi¢céo 6ssea, aumento da densidade trabecular,
osteonecrose, migracao epitelial e exposicdo 6ssea. 88% dos animais tratados que
apresentavam osteonecrose em doenca periapical, em apenas 33% houve

exposicao 0ssea, demonstrando que a osteonecrose precede a exposicao 0ssea. Os
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autores concluiram que esses dados reforcam a importancia da doenca dentaria no
desenvolvimento da osteonecrose em mandibula.

Longato et al.*

, reportaram um caso clinico onde avaliaram a relacdo da
osteonecrose de mandibula em paciente com artrite reumatoide tratada com
alendronato 70mg/semana, calcio e vitamina D diariamente por 3 anos. A paciente
desenvolveu abscesso nos dentes inferiores, acompanhada por aumento de
marcadores inflamatérios que ndo reduziram mesmo com 0 uso de antibioticoterapia,
induzindo a alteracdo da articulacdo sinovial, aumento progressivo de inchaco e
dores nas articulagdes. A paciente foi submetida a extragdo dentaria da regido
afetada sob terapia antibidtica com amoxicilina. O exame histolégico da area
mostrou a presenca de necrose 0ssea e 0 acumulo de bactérias. A tomografia
computadorizada mostrou rarefagdo do o0sso trabecular com uma grande lesao
osteonecrotica no osso mandibular. Os autores concluiram através das analises
clinicas e histoldgicas que a osteonecrose dos maxilares foi induzida pelo tratamento
com alendronato, e assim substituiram por ranelato de estréncio por ser uma droga
anti-fratura capaz de ativar osteoblastos.

Molon et al.'®

, investigaram se as lesbes osteonecroéticas poderiam se
desenvolver em areas de infeccao perirradicular dos maxilares de camundongos
utiizando medicamentos anti-reabsortivos com acbes farmacoldgicas distintas.
Foram selecionados 66 ratos, divididos em 4 grupos: Grupo VEH- receberam por via
intraperitoneal injecbes com solucdo salina, Grupo ZA- 100ug/kg de acido
zoledrbnico trés vezes por semana, Grupo RANK-Fc - 10 mg/kg de RANK-Fc
(composto de dominio extracelular de RANK) trés vezes por semana e Grupo OPG-
Fc - 10 mg/kg de OPG-Fc (composto pelos dominios de ligacdo RANKL da
osteoprotegerina ligados a porcdo Fc da 1gG) uma vez por semana. Todos o0s
medicamentos foram administrados durante 12 semanas. Os maxilares desses
animais foram avaliados por meio de analises histologicas e tomograficas. Os
resultados no micro CT demonstraram que o0s ratos tratados com VEH tiveram
morfologia éssea alterada, com areas osteoliticas em volta das raizes, varios
animais tratados com RANK-Fc, OPG-Fc e ZA apresentaram lesdes liticas
semelhantes ao grupo VEH, embora a extensdo da perda Ossea foi
significantemente inferior, mas ndo observaram diferenca na aparéncia éssea
radiografica nos grupos RANK-Fc, OPG-Fc ou ZA. Em relacdo a perda Ossea, foi

observado que no grupo VEH houve um maior aumento de perda 0ssea em relagcao
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aos demais grupos. Nos sitios saudaveis dos grupos RANK-Fc, OPG-Fc e ZA
observou-se um aumento semelhante em volume 6sseo em relagdo ao grupo VEH,
os sitios doentes tratados com antirreabsortivos mostraram aumento adicional em
volume 6sseo em comparacdo com o0s locais saudaveis dos mesmos animais ou
sitios doentes do grupo VEH. Na andlise histologica observou—se que em locais
saudaveis, em todos 0s grupos, 0 0sso alveolar e o epitélio juncional apresentaram
se com caracteristicas de normalidade, nos animais tratados com VEH encontraram
um abundante infiltrado inflamatério, composto por neutréfilos e linfocitos e foi
acompanhado por perda Oéssea acentuada, mas nenhuma evidéncia de
osteonecrose foi encontrada. Nos grupos com antirreabsortivos apresentaram perda
O0ssea comparada aos sitios saudaveis, areas de osteonecrose presente, lacunas
osteociticas vazias, em varias amostras o 0sso necrético ndo estava coberto por
mucosa oral sendo exposto a cavidade oral. Este modelo feito em ratos induzindo a
osteonecrose espontanea indica fortemente o papel central dos osteoclastos na
fisiopatologia da osteonecrose em maxilares e sugerem a importancia de inicio da
infeccdo e inflamacdo juntamente com a administracdo de medicamentos
antirreabsortivos, apoiando a importancia central da infecgdo/inflamacdo em
combinacdo com a inibicdo da funcdo osteoclastica para o aparecimento de
osteonecrose em maxilares.

Recreo et al. ¥

, testaram um modelo experimental reprodutivel que se
relaciona diretamente com o0 desenvolvimento da osteonecrose através da
associacdo da extracdo dentaria com a administracdo crénica de bisfosfonato.
Foram selecionados 20 ratos machos que foram aleatoriamente divididos em 4
grupos: nesses ratos foram injetados semanalmente o acido zoledrdnico, no grupo |
e Il — o medicamento foi injetado 3 vezes por semana intraperitoneal, no grupo Il - 1
vez por semana intravenosa e no grupo controle, foram injetados solugcéo salina
intraperitoneal 3 vezes por semana. ApoOs 8 semanas de administracdo dos
medicamentos, foram extraidos trés molares superiores do lado direito dos grupos |,
Il e IV, sendo sacrificados na semana seguinte. Em seguida, foram realizadas
analises histologicas da maxila para verificar a presenca de focos de osteonecrose,
namero de osteoclastos, vascularizagcao, reabsorcéo 0ssea e presenca de abscesso.
Os grupos tratados com &cido zoledrdnico apresentaram graus variaveis de
osteonecrose e desorganizacdo trabecular no exame radiogréfico. Os autores

conseguiram demonstrar um novo modelo animal de osteonecrose dos maxilares
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depois da administracdo de &cido zoledrénico que teve como fator desencadeante a
extracdo dental, obtendo uma mudanca Ossea similar ou superior aos estudos
anteriores.

Krstevska et al.*!, avaliaram a incidéncia de osteonecrose nos maxilares em
296 pacientes (150 homens e 146 mulheres) que apresentam mieloma mudltiplo e
foram tratados com bisfosfonatos orais e injetaveis, como: pamidronato, ibandronato
e acido zoledronico. A incidéncia de osteonecrose em maxilares ocorreu em 12
pacientes, sendo que 8 desses receberam tratamento com acido zoledrénico e os 4
pacientes restantes foram tratados com combina¢des de bisfosfonatos sem acido
zoledrénico. A duracdo meédia de efeitos adversos foram de 13 a 26 meses.

Molon et al.*, investigaram se a descontinuacdo da medicacdo anti-
reabsorcdo (acido zolendronico ou OPG-Fc) altera as caracteristicas de
osteonecrose em mandibula de ratos. Utilizaram 48 camundongos que foram
tratados de acordo com 0s seguintes grupos experimentais: Grupo Veiculo (VEH) -
foram administradas injecdes intraperitoneais de solucdo salina duas vezes por
semana; Grupo OPG - foram administrados 10 mg/kg de OPG-Fc duas vezes por
semana e no Grupo ZA - foram administrados 200mg/kg de acido zoledrénico duas
vezes por semana, em todos 0s grupo os medicamentos foram administrados
durante 11 semanas e foram feitas perfuracées nos 1° e 2° molares inferiores
direitos expondo canais radiculares resultado uma necrose pulpar e consequente
infeccdo periapical na terceira semana e os molares esquerdos foram mantidos
intactos. Apés a inducdo da doenca periapical os animais continuaram com seus
medicamentos por mais 6 ou 10 semanas e depois interrompido. Posteriormente, foi
coletado sangue no momento da exposicdo dos canais radiculares e apds 11
semanas de tratamento e na segunda, quarta, sexta e décima semana apoés a
interrupcdo dos antirreabsortivos. Foram realizadas analises microtomografica e
histolégica. Analisando os niveis séricos de TRACP-5b relataram que o grupo VEH
apresentou um pequeno declinio ao longo do tempo e nos grupos ZA ou OPG-Fc
diminuiram significantemente confirmando a inibicdo da fungédo de osteoclastos. A
interrupcdo de OPG-Fc inverteu as caracteristicas radiograficas de osteonecrose
mandibular. Nas areas com doenca periapical, no grupo VEH foi observado perda da
altura da crista alveolar e perda 6ssea da regido apical em torno dos molares, ja no
grupo com antirreabsortivos a perda 6ssea foi menor e associada com grandes

areas de aposicdo Ossea periosteal. A descontinuacdo de OPG-Fc reverteu esse
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efeito caracterizando um aumento 6sseo significativo. Histologicamente, nos grupos
PPG-fc e ZA observaram deposi¢cado 0ssea periosteal, lacunas de ostedcito vazias,
areas osteonecroticas e exposicao 6ssea, mesmo com a interrupcdo de ZA essas
caracteristicas ndo obtiveram alteracdo, ja com a interrupcdo de OPG-Fc houve
reversdo destas caracteristicas. No grupo VEH, as &reas de osteonecrose e 0SSO
exposto foram significantemente diminuidos e se tornaram quase ausentes. Em
conclusdo, observaram que a interrupcdo do tratamento com medicacdo anti-
reabsorcdo altera os achados radiograficos e histologicas de forma diferente em
camundongos, mas depende do tipo de agente antirreabsortivo, a descontinuacao
de OPG-Fc inibidor de RANKL inverte as caracteristicas de osteonecrose, ja a
interrupcdo de ZA nédo altera essas caracteristicas.

1.3 desenvolveram um modelo de osteonecrose usando

Tanaka et a
bisfosfonato oral para osteoporose em ratas ovarectomizadas. Foram utilizadas 36
ratas que foram submetidas ou ndo a ovarectomia. As ratas foram divididas em
grupos: ovarectomizadas e ndo ovarectomizadas, 12 ratas ovarectomizadas e 12
ratas nao ovarectomizadas receberam administracdo de alendronato 1mg/kg
semanalmente por 4 semanas e o restante receberam solugcédo salina como grupo
controle. Foram medidos os niveis soroldgicos de C-telopeptido ligado ao colageno
tipo 1l da medula 6ssea da mandibula e fémur, para analisar o metabolismo 6sseo, e
as areas de osteonecrose foram avaliadas histologicamente. O soro C-telopeptido de
colageno reticular tipo Il foi significantemente aumentados no grupo ovarectomizado
em comparagao ao nao ovarectomizado, e foram significantemente reduzidos depois
da administracdo de alendronato. Uma extensa osteonecrose da mandibula e fémur
nos grupos que foram administrados alendronato em relacdo ao grupo que nao
sofreu ovarectomia. Os autores concluiram que o modelo desejado de osteonecrose
em ratas ovarectomizadas induzidos por bisfosfonatos foi obtido com sucesso.

Kim et al.®*, investigaram o potencial papel das micro-trincas na patogénese
da osteonecrose dos maxilares relacionadas com bisfosfonatos através de um
modelo animal. Foram utilizados 24 ratas ovarectomizadas que foram divididas
aleatoriamente em dois grupos: Grupo bisfosfonatos onde foram injetados
subcutaneamente 100 ug/kg de acido zoledrbnico e grupo controle, onde os animais
receberam administracdo de solugdo salina (0.9% NaCl) semanalmente, e apds 6
semanas foram realizadas extracoes dos terceiros molares. ApO0s as extracdes

continuaram a administracdo dos medicamentos por mais 8 semanas e em seguida
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foram eutanasiados. Os animais foram avaliados quanto a presenca de microfissuras
na regido da extracdo dentéria por microtomografia computadorizada e andlise
histol6gica, onde observaram a dimensao 6ssea, numero de fissuras, comprimento
das fendas, densidade das fendas e densidade da superficie das fendas. Os
resultados obtidos foram que os animais do grupo controle tiveram cicatrizagao
normal e tanto o numero de fissuras quanto ao comprimento das fendas no grupo
bisfosfonato foram maiores que o controle. Das 19 ratas que receberam
bisfosfonato, 13 apresentaram osteonecrose nos maxilares. Em relacdo a densidade
das fendas e densidade da superficie das fendas foi verificado que esses valores
foram maiores em animais que apresentavam osteonecrose o que indica que o
acumulo de fissuras nado reparadas esta significantemente relacionado com o
desenvolvimento de osteonecrose induzida por bisfosfonato. Ainda que sejam
necessarias mais pesquisas para determinar a patogénese da osteonecrose
relacionada com bisfosfonato, esses autores concluiram que o seu uso, ao longo do
tempo, pode deteriorar o funcionamento biomecanico e a integridade fisioldgica
0ssea, contribuindo para a patogénese de osseonecrose em maxilares relacionados

com o consumo de bisfosfonatos.

3.2 Ranelato de Estroncio

Buehler et al*®

, investigaram o efeito do estroncio na remodelacdo 6ssea em
macacos adultos. Utilizaram 31 macacos (15 adultos machos e 16 fémeas), que
foram divididos randomicamente em 4 grupos (8 animais por grupo), que foram
tratados diariamente com 100, 275 ou 750 mg/kg de ranelato de estroncio ou soro
fisiolégico por gavagem durante 26 semanas. Antes do tratamento e no dia da
eutanasia foram colhidos sangue por puncao aortica para determinacdo do estréncio
no soro. Foram realizados testes bioquimicos e analises histomorfométricas de
indices de formacao 0ssea e reabsor¢cdo em areas padronizadas do osso alveolar. O
tratamento com ranelato de estréncio diminuiu os indices histomorfométricos da
reabsorgcdo 0ssea (superficie e numero de osteoclastos) com um efeito significativo
na dose mais alta testada. Em contraste com este efeito inibitorio sobre a reabsorcao
0ssea, 0 ranelato de estroncio manteve a formacdo O0ssea. Embora tenha havido
uma maior quantidade de ostedide, o ranelato de estréncio, mesmo com a dose mais
elevada, ndo teve efeito deletério no volume 0Osseo trabecular do osso alveolar.

Esses achados mostram que o ranelato de estréncio diminui os indices de
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reabsorcdo é6ssea enquanto mantém a formacdo déssea no 0sso alveolar em
macacos, indicando que esse agente tem um potencial clinico interessante na
prevencao e tratamento da osteoporose.

Maimoun et al.*®, avaliaram se a administracdo do ranelato de estroncio pode
melhorar a osseointegracdo de implantes de titdnio em ratos. Foram inseridos
implantes de titanio na tibia de 30 ratos, ap0s a implantacdo os animais receberam
oralmente 625 mg/kg ranelato de estrbncio ou veiculo salino por 5 dias/semana
durante 8 semanas. Apds este periodo os animais foram eutanaziados e 0s
implantes foram analisados pelo parametro de forca de remocdo. Os resultados
demonstraram que o ranelato de estrdncio aumentou significantemente a forca de
retirada dos implantes em relacdo ao grupo controle e isso foi associada com uma
melhoria na microarquitetura do osso ao redor do implante tanto no osso cortical
como na dureza das areas trabeculadas. Os autores concluiram que o ranelato de
estrdncio aumentou a fixagdo mecanica do implante, suportando a hipétese dos
possiveis beneficios do ranelato de estrébncio em cirurgias ortopédicas e cirurgias
dentais visando a melhora da osseointegracao.

Querido et al.*’, descreveram os efeitos do ranelato de estréncio na interacdo
com células osteoblasticas com diferentes superficies de titanio, para compreender o
potencial da droga na melhoria dos implantes 0Osseos. Implantes receberam
tratamento com uma concentracdo de 0,12 e 0,5 Mm de ranelato de estréncio em
cultura de células. Analisou-se a resposta das células a droga em substratos de
tithnio com topografias de superficie obtidas usando o condicionamento &cido,
processamento de eletro-erosdo e jateamento. Os resultados demonstraram que as
concentracfes das drogas aumentaram a proliferacdo de células osteoblasticas em
todos as superficies, aumentaram a atividade da fosfatase alcalina e a producéo de
matriz mineralizada com caracteristicas tipicas de tecido 06sseo. Portanto,
concluiram, que o ranelato de estroncio melhorou a interacdo de células
osteoblasticas com os substratos de titanio, aumentou também a proliferacéo celular,
a diferenciacdo de osteoblastos em células maduras e o aumento da producédo de
matriz mineralizada, colocando o ranelato de estréncio como um refor¢co no sucesso
clinico de implantes 0sseos em paciente que apresentam osteoporose.

Chen et al.®, compararam os efeitos do Alendronato (ALN), ranelato de
estroncio (SR) e acido zoledrénico (ZOL), na osseointegracao de implantes em ratas

ovarectomizadas. Utilizaram 60 ratas, sendo que 48 foram ovarectomizadas (OVX) e
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divididas em quatro grupos: Grupo OVX (OVX + veiculo), Grupo ALN (OVX +
alendronato), SR ( OVX + Ranelato de Estroncio), ZOL ( OVX + acido zoledrbnico), e
0 restante representaram o grupo controle. Apés quatro semanas da ovarectomia
inseriram os implantes bilateralmente nas tibias de todos os ratos. Em seguida,
foram administrados ALN- 7mg/kg/semana, SR- 500 mg/kg/dia , ZOL- uma dose
intravenosa 0,1 mg/kg e veiculo (OVX). Doze semanas ap0s a implantacdo dos
implantes os ratos foram eutanaziados. Foram realizadas analises histologica e
biomecanica do fémur e da tibia e o tipo de integracdo osso-implante. Observaram
um significativo aumento de contato entre o 0sso e implante nos grupos ALN, SR e
ZOL quando comparados com o grupo OVX, aumento da densidade mineral 6ssea
nos grupos ALN, SR, ZOL. Os testes biomecanicos que avaliaram a forca maxima
de retirada dos implantes ndo encontraram diferencas significativas entre 0os grupos.
Os autores concluiram que as ratas ovarectomizadas tiveram uma perda Ossea
rapida, ja a administracdo de ZOL, ALN e SR teve uma melhor osseointegracéo
comparados com o grupo OVX e os grupos ALN e SR tiveram efeitos positivos na
osseointegracao.

Panahifar et al.>®

, Visualizaram regides 6sseas que sofreram mineralizacdo
patolégica e/ou remodelacdo durante a osteoartrite tratados com estréncio ndo
radioativo. Nesse estudo utilizaram 16 ratos, onde induziram a osteoartrite pés-
traumatica cirurgicamente. Os animais comecaram a receber estroncio (154mg/kg)
diariamente apds o procedimento cirargico ou em curto prazo (10 dias antes da
eutanasia). Realizaram imagens microtomogréaficas in vivo durante 12 semanas
para avaliar alteracbes Osseas micro-estruturais. Avaliaram a distribuicdo do
estroncio em 2 e 3 dimensbBes por meio de uma micro-analise de elétrons.
Observaram consideravel formacao precoce de ostedcitos ao redor dos ligamentos e
das margens das superficies articulares, seguidas de esclerose subcondral. Assim
concluiram que o estroncio foi fortemente incorporado pela mineralizacdo dos
ostedcitos as 4, 8 e 12 semanas ap0s a cirurgia, enquanto o 0sso subcondral
apenas incorporou estroncio entre a 8% e 12% semana. Este estudo mostrou a
esclerose progressiva da superficie 0ssea no periodo de 12 semanas apos a
cirurgia, e tem demonstrado promover a formacgao 0ssea e inibir a reabsorcdo 0ssea.
Porém uma melhor compreenséo da distribuicdo do estroncio no processo de artrite

ajudaria a entender sua utilidade para o tratamento dessa doenca.
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Catalano et al.*’, realizaram uma analise retrospectiva da resposta da
densidade mineral 6ssea (DMO) ao ranelato de estroncio (SrR) em 108 mulheres
que receberam o medicamento como tratamento para osteoporose pos-menopausa.
Essas mulheres foram tratadas com SrR (2g/dia), colecalferol 25.000 Ul e carbonato
de calcio (2x/semana) em um periodo de 18 meses. O SrR foi associado a uma
melhora da densidade mineral 6ssea na coluna lombar e ndo teve mudancas
significativas em relacdo ao colo do fémur. Assim, concluiram que o aumento do
nivel de vitamina D esta associada com o aumento de DMO em resposta ao
tratamento com SrR em mulheres com osteoporose pdés menopausa.

Komrakova et al.**

, Investigaram o potencial impacto do ranelato de estroncio
na cicatrizacdo 0ssea pos fratura em pacientes com osteoporose. Foram utilizados
48 ratos ovarectomizados e 12 intactos e apos 8 semanas, foi realizada uma
osteotomia transversal bilateral da tibia. Os ratos OVX foram divididos em 4 grupos:
OVX, SR (625 mg/kg/dia) aplicado apds a OVX até a osteotomia, SR aplicados ap6s
a osteotomia, SR aplicado durante todo o periodo. Apos 5 semanas, foram feitas
analises biomecanicas, histolégica, micro tomografica e expressdo génica. O
tratamento com SR aumentou a densidade mineral 6ssea, fracdo de volume 6sseo,
BMD cortical e volume, areas de calo e densidade, fosfatase alcalina no soro, mRNA
de fosfatase acida, formacdo de calos em 2 semanas e cura em 3 semanas, €
diminuicdo do ativador de OPG osteoprotegerina/ ativador do receptor nuclear kB
comparado com o grupo OVX. Concluiram que o Ranelato de estroncio tem um
efeito positivo na cicatrizacdo Gssea osteoporética em ratos e o tratamento com
estrdncio pois proporcionou um aumento da densidade mineral 6ssea .

Morabito et al.*?, avaliaram os efeitos do Ranelato de Estréncio no densidade
0ssea mineral, marcadores de remodelacdo Ossea e inibidores de sinalizagdo de
WNT (esclerostina e DKK-1). Foram selecionadas 24 mulheres com osteoporose
para receber diariamente Ranelato de Estroncio ou placebo em adicédo a carbonato
de caélcio e vitamina D. ApGs 24 meses foram avaliados a densidade mineral 6ssea
da lombar e colo de fémur, marcadores de remodelacdo Ossea (C-terminal
telopeptido do tipo porcolagenol — CTX, especifica da fosfatase alcalina), fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF), esclerotina e DKK-1. Encontraram um
aumento da BMD da coluna, redugéo dos niveis de CTX e escletorina, aumento de
BSAP e IGF-1 e reducdo de dores nas costas apés 18 meses. J& o grupo placebo

nao observaram mudancas significativas. Revelaram pela primeira vez que o0s
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efeitos do Ranelato de Estroncio em tratamento da osteoporose melhorou a
densidade mineral éssea, marcadores de remodelacdo 6ssea normalizada e reducéo

dos niveis séricos de esclerotina.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Comité de Etica

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animal da FOAr-
UNESP (CEUA — processo 27-2015)(ANEXO A).

4.2 Distribuicao dos Animais e Grupos

Foram utilizados 60 ratos Rattus Norvegicus, variacdo albinus, Holtzman,
machos, adultos, de aproximadamente 10 semanas de idade, com massa corporal
entre 190-210 gramas, mantidos no Biotério da Faculdade de Odontologia da
UNESP de Araraquara (FOAr-UNESP), alimentados com racgdo sélida e com acesso
a agua ad libitum, antes e durante todo o periodo experimental, luz e temperatura
controladas, sendo que suas gaiolas foram identificadas pelo nome do pesquisador
responsavel, massa corporal do animal, data da cirurgia e do sacrificio, conforme o
grupo e periodo.

Os animais foram aleatoriamente divididos em 6 grupos com 10 animais em

cada grupo (Figura 1). Os grupos foram divididos em:

Grupo controle (CTR): administracdo diaria de soro fisiol6gico por injecdo
subcutanea durante 90 dias, com inicio 60 dias antes da extracdo dos primeiros

molares inferiores. Apos este periodo os animais foram eutanasiados.

Grupo alendronato (ALN): administracdo de alendronato (ALN) (ALCON
Laboratério, Sdo Paulo, SP, Brasil) aplicado diariamente por injecdo subcutanea de
1 mg/kg/dia ?® durante 90 dias com inicio 60 dias antes da cirurgia para a extracdo

dos dentes. Apos 30 dias das extracdes os animais foram eutanasiados.
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Grupo alendronato/SORO (ALN/S): administracdo de alendronato (ALN)
(ALCON Laboratoério, Sao Paulo, SP, Brasil) aplicado diariamente por injecao
subcutédnea de 1 mg/kg/dia durante 60 dias e realizado a extracdo. A partir do
procedimento cirdrgico os animais receberam administracdo diaria de injecao

subcutanea de soro fisiologico durante 30 dias onde os animais foram eutanasiados.

Grupo alendronato/estréoncio (ALN/Sr): administracao de alendronato (ALN)
(ALCON Laboratério, Sdo Paulo, SP, Brasil) aplicado diariamente por injecéao
subcutéanea de 1 mg/kg/dia durante 60 dias. No dia das extracdes dos dentes foi
iniciado a administracdo de Ranelato de Estréncio (Protos®, Laboratérios Servier do

43, 44, 41

Brasil) administrado 625 mg/kg/dia por gavagem diariamente e depois de 30

dias os animais foram eutanasiados.

Grupo alendronato/SORO 60(ALN/S60): administracdo de alendronato
(ALN) (ALCON Laboratorio, Sdo Paulo, SP, Brasil) aplicado diariamente por injecao
subcutéanea de 1 mg/kg/dia durante 60 dias. A administracdo deste medicamento foi
interrompida 30 dias antes da cirurgia para a extracao dos dentes. Apés 30 dias das
extracdes 0s animais foram eutanasiados, durante este periodo os animais foram

submetidos a administragdo subcutanea de soro fisiolégico.

Grupo alendronato/estroncio 60 (ALN/Sr60): administracdo de alendronato
(ALN) (ALCON Laboratorio, Sao Paulo, SP, Brasil) aplicado diariamente por injecao
subcuténea de 1 mg/kg/dia durante 60 dias, apO0s este periodo foi iniciado a
administracdo de Ranelato de Estroncio (Protos®, Laboratérios Servier do Brasil)
aplicado 625 mg/kg/dia por gavagem diariamente durante 60 dias. 30 dias apds o
inicio da administracdo do ranelato de estroncio os dentes foram extraidos e os

animais foram eutanasiados apoés 30 dias.
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Figura 1 - Esquema de distribuicdo dos animais nos grupos e periodos
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~— ~— ~—
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Fonte: Elaboracédo prépria

4.3 Procedimento Cirargico

Os animais foram anestesiados por uma combinacdo de Quetamina com
Xilazina, na proporcéo de 0,08 ml/100g de massa corporal (Cloridrato de Quetamina
— Francotar — Virbac do Brasil Ind. Com. Ltda.) e 0,04 ml/100g massa corporal
(Cloridrato de Xilazina - Virbaxyl 2% - Virbac do Brasil Ind. E Com. Ltda.),
respectivamente. Posteriormente, os animais foram posicionados em decubito
ventral sobre a mesa cirdrgica. Com o auxilio de uma pinga hemostatica seguramos
a lingua do rato e a mandibula para estabilizacdo, com uma sonda exploradora o
tecido gengival ao redor dos primeiros molares foram delicadamente afastados,
posteriormente, utilizando um Hollemback Carver onde os dentes foram luxados e
avulsionados totalmente ou divididos em dois segmentos (mesial e distal) e
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removidos separadamente (Figura 2). Os procedimentos cirargicos foram

realizados por um unico profissional treinado.
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Figura 2 — Procedimento cirurgico: extragdo do primeiro molar inferior bilateralmente.

A- Os ratos foram posicionados em decubito ventral sobre a mesa cirtrgica. B e C — Com
o auxilio de uma pinca hemostatica foi realizada a estabilizacdo da lingua e da
mandibula, sonda exploradora foi utilizada para o afastamento dos tecidos gengivais em
torno do dente e o Hollemback Carver foi utilizado para luxacdo e posterior avulsdo dos
dente. D- Primeiro Molar Inferior do rato contendo 4 raizes (mesial, distal, palatina e
lingual)

Fonte: Arquivo pessoal do autor

Apbs o procedimento de extracdo dental os animais receberam uma dose
intramuscular de penicilina associada a estreptomicina (Pentabibtico pequeno porte,
FortDodge, Brasil) na dosagem 0,1 ml/kg de peso e 5mg/kg de dipirona sodica
intramuscular (Febrax, Lema Injex Biologic, Brasil). Apds os periodos experimentais
de cada grupo os animais foram eutanasiados e foram obtidas as pecas da regido
dos primeiros molares que foram fixadas em paraformaldeido a 4% por 48 horas,
lavadas em agua corrente por 24 horas e armazenadas em alcool 70%. Estas pecas
foram avaliadas através de analise radiografica tridimensional (Micro-CT) e analises
histologica e estereométrica.
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4.4 Avaliacdo por Anélise Radiogréfica Tridimensional (Micro-CT)

As pecas armazenadas em alcool 70%, foram primeiramente submetidas a
analise por varredura de feixe de raios-X em um sistema de microtomografia digital
computadorizada. As pecas foram escaneadas pelo microtomografo SkyScan
(SkyScan 1176 Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica, 2003) utilizando cortes de 18 um
de espessura (50Kv e 500u), com filtro de Cobre e Aluminio e passo de rotagao de
0.3 mm. As imagens obtidas pela projecdo dos raios-X nas amostras foram
armazenadas e reconstruidas pelo software NRecon (SkyScan, 2011; Verséo
1.6.6.0). No software Data Viewer (SkyScan, Verséo 1.4.4 64-bit) as imagens foram
reconstituidas e selecionadas para adequacédo do posicionamento padrao para todas
as amostras, podendo ser observada em trés planos (transversal, longitudinal e

sagital)(Figura 3).

Figura 3 — Adequacéo do posicionamento padrdo das amostras pelo software Data Viewer.

/,/ ,s\/'/)

A: imagem no sentido transaxial, B: imagem no sentido coronal , C: imagem no sentido
sagital

Fonte: Elaboracao prépria
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Em seguida, utilizando o software CTAnalyser — CTAn (2003-11SkyScan,
2012 Bruker MicroCT Versao 1.12.4.0) foi definida uma area de interesse na regido
de extracdo dos primeiros molares (ROI). O software CTAn analisa e mede a
imagem de acordo com a escalas de cinza (thershold). O threshold utilizado na
anélise foi definido *° de 65-180 tons de cinza que possibilitaram o volume de o0sso
na regiao (Figura 4).

A area de interesse (ROI) foi determinada com 0s mesmos parametros para
todas as imagens de todos os grupos com a dimenséao de 1,20X3,00mm, onde foi
delimitada uma &rea quadrangular onde a dimenséo vertical abrangeu uma regiao
relativa a distancia da juncédo cemento-esmalte da raiz mesial do segundo molar
(CEJ) até a sua porc¢ao apical e a distancia horizontal foi definida entre as superficies
O0sseas mesial e distal do tecido 6sseo do alvéolo distal referente ao primeiro molar

extraido (Figura 4).

Figura 4 — Selecdo da area de interesse através do CTAnalyser.

A: posicionamento adequado das imagens. B: determinacdo da area de interesse (ROI)
dentro dos parametros selecionados. C: imagem binaria obtida no softrware para o célculo
do volume de tecido mineralizado dentro da &rea de interesse (threshold 65-180 tons de
cinza). D: parametros utilizados para sele¢cdo do ROI

Fonte: Elaboracgéo prépria
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A porcentagem (%) de tecido mineralizado na regiao de interesse foi
definida a partir da quantidade de tecido mineralizado (BV) em relacdo a area total
do ROI (TV).

Porcentagem de tecido mineralizado = BV x 100/TV

4.5 Processamento Histoldgico

Apoés a fixacdo das pecas em formaldeido a 4%, estas foram lavadas em
agua corrente por 12 horas e colocadas em solucdo de EDTA para descalcificacdo
por um periodo de 8 semanas, com trocas semanais a cada 48 horas. Foram
realizados cortes seriados de 4um de espessura no sentido vestibulo/lingual ao
longo eixo do dente. As laminas obtidas foram coradas com hematoxilina-eosina
(HE) e PicroSirius Red.

4.6 Analises Histoldgica e Estereométrica

4.6.1 Analise histolégica

A andlise microscopica foi realizada por um Unico examinador através da
avaliacdo dos cortes histopatoldgicos corados. As laminas foram analisadas com o
auxilio de um microscoépio de luz transmitida comumente (Leica Microsystem GmbH,
Wetzlar, Alemanha), para observacdes morfolégicas das estruturas periodontais da

regido do primeiro molar inferior. Foi realizada por um examinador treinado (LCS).

4.6.2 Analise estereométrica

A andlise estereométrica foi realizada utilizando os métodos empregados
por Conte Neto et al, ?®. Foram realizadas medic8es na regido relativa a raiz distal do
primeiro molar (M1), delimitando uma area quadrangular, que se estendeu desde o
nivel da jungdo cemento/esmalte (CEJ) do segundo molar (M2) até a porgéo apical
do M2 e entre a mesial e distal superficies de osso alveolar. Esta area foi dividida em

3 seg¢obes (coronaria — ROI 1; mediana — ROI 2; apical — ROI 3) (Figura 5).
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Figura 5 - Esquema da definicdo do ROI para andlise estereométrica.

ROI 1

ROI 2

ROI3

ROI 1: na por¢do mais coronéria do alvéolo, ROI 2: na por¢do mediana do alvéolo, ROI 3:
na porcao apical do alvéolo

Fonte: Conte Neto et al 2

As imagens das sec¢des ROI 1, ROI 2, ROI 3 dos cortes microscopicos
foram capturadas utilizando-se camera digital (DP-71, Olympus, Toéquio, Japao)
acoplada a um microscoépio de luz comumente transmitida e objetiva de 40x (Leica
Microsystem GmbH, Wetzlar, Alemanha). A determinacdo da densidade volumétrica
(%) de osso necrético, osso vital, matriz de tecido conjuntivo, fibroblasto
(identificados como células fusiformes ou estreladas, nucleo ovoide ou alongado),
células inflamatérias e de outras estruturas (NDA) foi feita com auxilio de um
programa analisador de imagens Fiji ImageJ (National Institutes of Health, USA) por
um examinador treinado e cego para os grupos. Foram analisados 3 cortes por
defeito, que representaram no sentido vestibulo/lingual a porcéo vestibular, média e
lingual, a intervalos de 12 cortes . A quantificacéo foi feita com auxilio de uma grade

de 75x75 pixels com 252 pontos de intersecc¢ao posicionadas em cortes.

4.7 Analise dos Resultados

Os dados obtidos nas analises das imagens do microtomografo e da
estereometria foram numéricos e devido a isso foram submetidos a analise da
distribuicdo dos dados pelo teste de normalidade de Kolgomorov-Smirnov. Como o0s
dados se distribuiram de acordo com o teorema da distribuicdo central, foi aplicado o
teste paramétrico de one-way Anova complementado pelo teste de Tukey para
comparacao dos dados de BV/TV entre os grupos. O software GraphPad Prism 6
(San Diego, CA, USA) foi utilizado para execucdo da analise estatistica. Todos 0s

testes foram aplicados ao nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADO

5.1 Caracteristicas Clinicas

No momento da extracdo dos primeiros molares, 0os animais que receberam
alendronato apresentaram, no momento da extracdo, maior dificuldade para
remoc¢do dos dentes, onde o procedimento de luxacao foi dificil como se o dente
estivesse anquilosado. Muitos dentes apresentaram a tabua Ossea vestibular
aderida ou quebravam suas raizes dentro dos alvéolos, impossibilitando a remocéao,
0 que levou a perda de muitas amostras. No periodo de pds-operatdrio, muitos
animais apresentaram fistulas extra-orais, edema na regido da extracdo, 0SSO
exposto com supuracao, perda de peso devido a dificuldade de mastigacao e alguns
foram a 6bito por estarem bem enfraquecidos.

Os animais do grupo controle (que n&o receberam alendronato) nao
apresentaram dificuldade na extracdo, durante a luxagao os dentes foram facilmente

extraidos.

5.2 Analise Microtomografica

Os resultados da analise microtomografica (Figura 6) demonstraram que 0s
animais do grupo controle apresentaram menores volumes de tecidos mineralizados
em relacdo aos animais dos outros grupos (Grafico 1). Os grupos em que foram
administrados ranelato de estrdbncio como tratamento, ndo apresentaram diferencas
estatisticas significativas com o0s grupos onde somente foram administrados

alendronato com ou sem sua interrupgéo (Grafico 1).
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Gréfico 1 - Dados de média e desvio padrdo de Volume ésseo (VO)/Volume total dos
tecidos presentes (AT) (%) de todos os grupos. *p<0.05;**p<0.01; ***p<0.001- One-way
Anova complementado pelo teste de Tukey.
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Fonte: Elaboracédo prépria
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Figura 6 - Imagens para avaliagdo microtomografica representativas dos grupos.

ALN/S60 I
‘ ALN/Sr60 I

A — imagem 2D da &rea de extracdo do primeiro molar; B- imagem 3D em plano vestibular
da mandibula; C- imagem 3D em plano oclusal da mandibula
Fonte: Elaboracgéo prépria
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5.3 Analise Histoldgica

Os grupos que foram tratados com alendronato associados ou ndo ao
ranelato de estroncio, apresentaram na regido dos septos interdental e interradicular
do primeiro molar inferior, areas com tecido 6sseo necroéticos, reconhecidos por suas
lacunas vazias e circundados por tecido amorfo (Figura 7). Nos grupos tratados com
ranelato de estroncio (ALN/Sr e ALN/Sr60) ( Figura 7: 4a-c e 6a-c, respectivamente),
observa-se éareas com necrose, entretanto, estavam presentes areas de
mineralizacdo, conservacdo de ostedcitos, com auséncia ou poucas areas de
reabsorcdo. Nesses casos, na porcdo basal do alvéolo observou-se tecido de
granulacdo e grandes areas sugestivas de deposicdo de matriz 6ssea, a qual
sugestiva de matriz colagena, o que foi confirmada com a coloracdo das laminas
com PicroSirius Red (Figura 8).

Os animais tratados com Alendronato (ALN, ALN/S60 e ALN/S)(Figura 7 : 2a-
c, 3a-c, 5a-c), apresentavam na regiao basal do osso alveolar acentuada reabsorcéo
0ssea intricamente associadas a areas necréticas. As areas de reabsorcédo estavam
ocupadas por tecido amorfo e um intenso infiltrado inflamatério na sua maioria
mononucleares adjacente ao alvéolo dental. O tecido de granulacéo presente nos
alvéolos apresentou-se imaturo, com abundante infiltrado leucocitario e neoformacao
de vasos sanguineos suportados por delgada trama de feixes de fibras de colageno,
porém, com tecido necrético na superficie da regiao.

O grupo CTR (Figura 7 : 1a-c) apresentou formacgéo de tecido de granulacao
dentro da normalidade, ocupando toda a ferida cirargica. O tecido ésseo subjacente
em reparacdo apresentava-se com ostedcitos integros e auséncia de osteoclastos.
Em alguns cortes pode-se observar fragmentos de tecido 6sseo externo a ferida
cirdrgica e, nesse caso a espicula 0ssea se apresentava necrética, porém com uma

reparacao dentro da normalidade.
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Figura 7 - Corte histoldgico vestibulo-lingual (HE) da regido de alvéolo nos diferentes
grupos. Aumento de 2,5X as imagens a dos diferentes grupos, aumento de 10x nas
imagens b e 20x nas imagens c. A identificacdo das estruturas celulares sdo: 2M — segundo
molar; ON — osso necroétivo; OV- osso vital, IF — células inflamatdrias; TA- tecido amorfo; TG-

tecido de granulacao com fibras colagenas

Fonte: Elaboracao prépria
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Figura 8 - Corte histoldgico com a coloracdo PircroSirius Red dos grupos
Alendronato/Estrdoncio e Alendronato/Estroncio60 para a confirmacao da neoformacao de
matriz 6ssea.

§ ALN/Sr60

¥

A — Coloragéo Picrosirius Red - aumento de 4x; B, C, D - Microscopio de polarizagéo: B —
aumento de 4x; C — aumento de 10x; D — aumento de 20x

Fonte: Elaboracao prépria

5.4 Andlise Estereométrica

N&o houve diferencas entre os grupos e dentro de cada grupo com relagcéo a
quantidade de células inflamatoérias (Tabela 1).
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Tabela 1 - Média e desvio padrdo da porcentagem de células inflamatérias nas diferentes
regides de interesse no alvéolo do primeiro molar inferior em todos os grupos (%).

Grupo/Componente ROI 1 ROI 2 ROI 3
CTR 13.33+9.07 33.10+34.81 31.59+29.27
ALN 7.87419.28 14.68+23.59 21.56+28.67
ALN/S 13.73+18.89 23.17+24.59  0.00£0.00
ALN/S60 9.28+20.76  13.73+15.78 9.92+22.18
ALN/Sr 18.10+19.22 21.75+28.60 11.27+24.32
ALN/Sr60 8.17+18.28 24.21+22.05 12.06+£13.95

Fonte: Elaboragé&o prépria

Foi verificado que houve uma maior quantidade de 0sso necrotico no grupo
ALN em comparacdo aos grupos CTR e ALN/S no ROI 2. Também foi verificado
uma maior quantidade de o0sso necrotico no grupo CTR em comparacao aos grupos
ALN/S, ALN/Sr e ALN/Sr60 no ROI 3. O grupo CTR apresentou maior quantidade de

0sso0 necroético no ROI 3 do que no ROI 2 (Tabela 2).

Tabela 2 - Média e desvio padrdo da porcentagem de 0sso necrotico nas diferentes regibes
de interesse no alvéolo do primeiro molar inferior em todos os grupos (%)

Grupo/Componente ROI 1 ROI 2 ROI 3
CTR 2.61+5.85a,b 1.90+4.25b 47.46+31.52#a
ALN 20.11+28.88 32.80+£29.79* 31.75+22.66
ALN/S 3.88+3.30 0.31+0.70 4.44+6.31
ALN/S60 0.00+0.00 12.94+11.24  15.32+18.81
ALN/Sr 8.41+7.71 7.61+16.16 7.61+17.04
ALN/Sr60 4.20+5.89 10.71+11.39 2.85+6.38

*Maior quantidade de 0sso necrdtico do que no grupo CTR e ALN/S no ROI 2; #Maior quantidade de
0ss0 necrdético do que nos grupos ALN/S, ALN/Sr e ALN/Sr60. One-way Anova complementado por
Tukey. Letras diferentes representam diferentes niveis de diferencas estatisticamente significativas
dentro de cada grupo. Repeated Measurements Anova complementado pelo teste de Tukey.

Fonte: Elaboracao prépria
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N&o houve diferengas entre os grupos em relacéo a quantidade de matriz de
tecido conjuntivo. Entretanto, foi verificado que no grupo ALD/Sr60 houve maior
quantidade de matriz de tecido conjuntivo no ROl 3 em comparacdo ao ROI 1
(Tabela 3).

Tabela 3 - Média e desvio padrdo da porcentagem de matriz de tecido conjuntivo nas
diferentes regides de interesse no alvéolo do primeiro molar inferior em todos os grupos (%).

Grupo/Componente ROI 1 ROI 2 ROI 3
CTR 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
ALN 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
ALN/S 5.63t12.60 29.05+25.22  30.00+26.85
ALN/S60 0.00+0.00 23.17+31.94 21.98+21.94
ALN/Sr 13.81+£17.87 11.75+£14.14  18.17+19.28
ALN/Sr60 1.98+4.43b 5.79+12.96a,b 27.30+18.52a

Letras diferentes representam diferentes niveis de diferencas estatisticamente significativas
dentro de cada grupo. Repeated Measurements Anova complementado pelo teste de Tukey
Fonte: Elaboracéao prépria

Com relacdo a quantidade de fibroblastos, foi observado que o grupo
ALN/Sr60 apresentou maior quantidade dessas células em comparacao aos grupos
CTR e ALN no ROI 3 (Tabela 4).



Tabela 4 - Média e desvio padrdo da porcentagem de fibroblastos nas diferentes regides de

interesse no alvéolo do primeiro molar inferior em todos os grupos (%).

Grupo/Componente ROI' 1 ROI 2 ROI 3
CTR 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
ALN 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
ALN/S 0.63+1.42 6.66+9.12 4.76+6.81
ALN/S60 0.00+0.00 5.47+6.97 2.61+2.71
ALN/Sr 4.2848.29 1.11+2.48 1.74+3.90
ALN/Sr60 0.71£1.59 2.77+6.21 8.81+6.30*

*Maior quantidade de fibroblastos do que nos grupos CTR e ALN no ROI 3- One-way Anova
complementado por Tukey.

Fonte: Elaboracao propria

Foi verificado que o grupo ALN/Sr apresentou maior quantidade de osso vital
do que os grupos CTR, ALN, ALN/S e ALN/S60 no ROI 2 e do que os grupos CTR e
ALN no ROI 3 (Tabela 5).

Tabela 5 - Média e desvio padrdo da porcentagem de osso vital nas diferentes
regides de interesse no alvéolo do primeiro molar inferior em todos os grupos (%).

Grupo/Componente ROI 1 ROI 2 ROI 3
CTR 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
ALN 0.00+0.00 0.00+0.00 12.37+19.70
ALN/S 0.07+0.17 3.25+7.27 14.13+13.36
ALN/S60 0.00+0.00 2.69+5.19 29.60+27.04
ALN/Sr 9.52+21.30 34.76+27.78* 50.08+23.70#
ALN/Sr60 5.71+£12.78 9.52+16.39 27.46+16.43

*Maior quantidade de osso vital do que nos grupos CTR, ALN, ALN/S e ALN/S60 no ROI 2; # Maior
quantidade de osso vital do que nos grupos CTR e ALN no ROI 3 - One-way Anova complementado
por Tukey.

Fonte: Elaboracéo prépria
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N&o houve diferencas entre os grupos com relacdo ao NDA. Em todos os
grupos, com excecdo do grupo ALN/S, houve maior quantidade de NDA no ROI 1

em comparacao ao ROI 3 (Tabela 6).

Tabela 6 - Média e desvio padréo da porcentagem de NDA regibes de interesse no alvéolo
do primeiro molar inferior em todos os grupos (%).

Grupo/Componente ROI' 1 ROI 2 ROI 3
CTR 84.05+£12.83a 65.00+36.75a,b 20.95+20.21b
ALN 72.02+36.14a 52.51+37.00a  34.33%£35.58b
ALN/S 76.03+28.83 37.54+47.24 46.67+45.18
ALN/S60 90.71+20.76a 41.98+35.96 a,b 20.48+23.87b
ALN/Sr 45.87+£33.76a 23.02+28.90a,b 11.11+13.75b
ALN/Sr60 79.21+21.43a  46.98+25.32b  21.51+26.09b

Letras diferentes representam diferentes niveis de diferengas estatisticamente significativas
dentro de cada grupo. Repeated Measurements Anova complementado pelo teste de Tukey

Fonte: Elaboracao prépria
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6 DISCUSSAO

O bisfosfonato € um medicamento antirreabsortivo comumente utilizado em
pacientes que apresentam doencas no metabolismo Osseo, devido sua alta
capacidade e eficiéncia na estabilizacdo da perda 6ssea patoldgica *° acarretada
por essas doencas, porém o0 seu uso crbnico a longo do tempo esta associado a
osteonecrose dos maxilares pos procedimentos cirlrgicos, o que vem causando
preocupacdes aos cirurgides dentistas. Devido a esse efeito adverso, varios estudos
tem buscado novos medicamentos para tratamentos ou terapias das enfermidades
onde atualmente séo indicados os bisfosfonatos 2> 2**"*17_ Entre eles, o Ranelato de

Estroncio tem apresentado resultados promissores > 404!

na diminui¢cdo da perda de
densidade mineral 6ssea, se diferenciando por atuar em uma via do metabolismo
0sseo diferente do bisfosfonato.

Os bisfosfonatos possuem capacidade seletiva de aderir ao 0sso mineralizado
consequentemente impedindo a reabsorcao 6ssea por meio de efeitos intracelulares
agindo diretamente na via se sinalizacdo do mevalonato, inibindo a via farnesil-
pirofosfato que coibe a prenilacdo das proteinas de ligacdo responsaveis pela
sobrevivéncia dos osteoclastos . Em razdo desse fato, estudos vém relatando que o
aparecimento de lesBes necréticas apos procedimentos cirargicos em maxilares
acontece em consequéncia dos tecidos 6sseos com 0 excesso de bisfosfonato ndo
apresentarem capacidade de executar o aumento da demanda nos processos
remodelacdo déssea em ocorréncias de infeccbes ou traumas que ocorreriam
naturalmente apés a cirurgia, favorecendo o desenvolvimento de osteonecrose 2.

Diferentemente do bisfosfonatos, o Ranelato de Estroncio apresenta um potencial
de atuar nos mecanismos de reabsor¢cdo 0ssea conjuntamente com 0S mecanismos
de formacdo Ossea. Sua maneira de agir inibindo a reabsor¢do é induzindo a
apoptose de osteoclasto, por meio da ativacdo dos receptores sensiveis ao célcio
(CaR) encontradas em células esqueléticas e nao esqueléticas, ou agir em
receptores distintos do calcio, ativando células sinalizadoras que promove o
aumento, diferenciagéo e atividade de células pré-osteoblasticas e simultaneamente
permite o aumento de prostaglandina E2 (PGE2), que apresenta a capacidade de
diferenciar os pré-osteoblastos em osteoblastos. Outra maneira de atuar no
metabolismo 0sseo esta relacionada a sua competéncia de gerar um aumento dos

niveis de osteoprotegerina (OPG), aumentando a ligacdo RANK/OPG,
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consequentemente inibindo a ativagdo da via de sinalizacdo de sobrevida dos
osteoclastos impedindo assim a osteoclastogénese 23%4°,

Os resultados do presente estudo demostraram, que a administracdo de
bisfosfonato apresenta-se eficiente na estabilizacdo da perda 0ssea patoldgica, ou
seja, possuem efeitos positivos sobre o reparo e estabilizacdo de tecido 6sseo em
alvéolos pés extracdo cirdrgica. Esses dados foram supostamente confirmados pela
analise microtomografica, onde a presenca de tecido mineralizado nos grupos em
que foram administrados alendronato ou associacdo de alendronato/estroncio
apresenta-se maior em relacdo ao grupo controle, em que néo foi administrado esse
medicamento °*. Apesar de relatarmos uma estabilizacdo de tecido mineralizado
pos-extragdo ndo conseguimos, somente com essa andlise, determinar a
procedéncia dos tecidos mineralizados encontrados.

Através da analise histoldgica, foi possivel determinar a diferenciacao dos tecidos
e 0 processo de reparacao presentes nos alvéolos. De acordo com o protocolo de
Conte-Neto el al.?8, foi possivel estabelecer o processo de osteonecrose nos grupos
em que foram administrados alendronato, caracterizado pela presenca de tecido
0sseo necrético no processo alveolar, septo interdental e interradicular, superficie
reabsorvida com lacunas dsseas vazias, ou seja com auséncia de ostedcitos > e
também presenca de tecido inflamatério °3. A diferenca histolégica entre os grupos
se caracterizou pela presenca do tratamento ou terapia com ranelato de estroncio,
onde foi possivel observar que além da presenca de tecido necrético no septo
interdental e interradicular esses tecidos eram mais densos em comparacao aos
outros grupos, o que pode ser explicado pela capacidade do estroncio de depositar
sobre os cristais de hidroxiapatita e a longo prazo substituir o célcio, permanecendo
ligado ao tecido 6sseo 2. Por outro lado, abaixo do tecido necrético, na porcao
basal do alvéolo observa-se tecido de granulacdo e areas de matriz 6ssea, com
auséncias ou diminutas areas de reabsorgcdo, confirmando seu duplo efeito no

metabolismo 6ssea descritos por Maire et al.?

, que relatou que o estrdncio é capaz
de atuar na reabsorcdo 0ssea atraves da diminuicdo de osteoclastos e também na
formacdo 6ssea por meio da diferenciacdo de osteoblastos, promovendo um
turnover 6sseo a favor da neoformacdo 6ssea. Nos grupos em que foi realizadas a
interrupcdo do alendronato antes ou apOs a cirurgia, também foi observado a
presenca de tecido de granulagdo com a presenca de feixes de fibras colagenas

além da presenca de tecido 0sseo necrdtico. Ja o grupo Controle, onde néo foi
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administrado nenhum tipo de medicamento, apresentou reparagdo dentro da
normalidade, com a presenca de tecido de granulacdo, porém presenca de
fragmentos de tecido 6sseo necrético, espiculas O0sseas que se apresentavam
necroticas, na regido do alvéolo, atura 0ssea de tecido 0sseo alveolar mais baixa em
relacdo em outros grupos, caracteristica essa observada também por Aguirre et al.>*
que avaliou em ratos os efeitos dos bisfosfonatos na reparacdo alveolar pos
extracao.

A selecdo dos 3 tipos de ROIs correspondentes ao alvéolo distal do primeiro
molar extraido foi estabelecida de acordo com Conte-Neto et al. 2%, foi realizada de
maneira a comparar os tecidos presentes no interior do alvéolo pds extracdo em
relacdo a altura de tecido 6sseo nos dentes presentes. Os dados obtidos estdo de
acordo com os achados histolégicos, no ROl 1 em todos os grupos dificilmente
foram encontrados algum tipo de tecido, os mais comuns encontrados eram tecidos
necréticos ou infiltrado inflamatério, que podem ser explicados por Koss et al.>* que
descreve que a exposicdo Ossea causada por bisfosfonatos permite aumento da
adesdao de bactérias e consequente necrose 6ssea. Na regido apical, ROl 2 e ROI 3,
observamos que o0s grupos em que foram administrados alendronato ou
alendronato/estréncio apresentaram uma maior quantidade de tecidos inflamatorio,
mineralizado ou matriz é6ssea em comparacdo ao grupo controle que pode ser
explicado por uma estabilizacdo da perda 6ssea patologica, porém a composi¢ao
dos tecidos presentes na reparacdo se diferenciam entre os grupos, onde 0 grupo
controle apresentou uma maior quantidade de tecido necrético em relacdo aos
demais grupos e os grupos em que foram administrados estréncio além de tecido
necrotico apresentaram quantidades significativas de matriz de tecido conjuntivo. A
presenca de tecido necrotico chamou atencdo no grupo controle,estes achados
podem estar relacionados com a presenca espiculas 6sseas, que foram deixadas no
momento da extracao.

A dose e o periodo de alendronato necessarios para o desenvolvimento de
osteonecrose foram estabelecidos por trabalhos na literatura como Conte-Neto et al.
8 J& para o Ranelato de Esténcio foi utilizado uma dosagem terapéutica de acordo
com Mierzwa et al.**, Lavet et al.**, Komrakova et al.®, para o tratamentos de
doencas relacionadas ao tecido 6sseo. No periodo da extracdo, para estimular o
processo de osteonecrose, 0s grupos em que foram administrados alendronato

apresentaram uma maior dificuldade cirdrgica, aumento do tempo cirargico e
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aumento das fraturas radiculares, fato esse também observado por Conte Neto et
al.?®, caracteristica clinica também observada por Bruce et al.*®, Malkawi et al.®’
onde afirmaram que a capacidade do bisfosfonato em aumentar a densidade 6ssea
e consequentemente aumentar a dificuldade da extracdo. ApO0s o procedimento
cirGrgico como previsto por Estilo et al. ?’, Conte-Neto et al.®, foi possivel observar
clinicamente principalmente nos grupos em que foram administrados somente
alendronato a presenca de inchaco na regido posterior inferior e até mesmo o
aparecimento de fistula extra oral e supuracdo, confirmando o diagndstico de
osteonecrose. A ferida cirargica apés 30 dias da extracdo apresentava-se aberta,
0SS0 exposto, caracteristica de osteonecrose que pode ser explicado por Kobayashi
et al.>®, Landesberg et al. ®°, onde relatam o efeito dos bisfosfonatos na inibicdo da
migracdo de células epiteliais normais o que interferem diretamente na cicatrizacao
da ferida e consequente aparecimento das exposi¢cdes 6sseas em alvéolos.

A dosagem de estréncio utilizada € para o tratamento de doencas relacionadas ao
metabolismo 0sseo e ndo especificamente para o tratamento de osteonecrose,
portando ainda é necessaria estudos em relacao a este fato, que possam ajustar a
dosagem do estroncio para que possa chegar a uma concentracdo ideal para esse
tipo de tratamento. Por outro lado, esse protocolo de estudo embora tenha simulado
um periodo de administracéo crénica em animais, com doses elevadas para indugéo
de osteonecrose em procedimentos cirargicos, 0S animais apresentavam-se
saudaveis, e o medicamento é utilizado em pacientes que apresentam alteracao
patoldgica no metabolismo 6sseo podendo trazer diferencas nos resultados.

Os resultados da administragéo de ranelato de estrénico no tratamento ou terapia
da osteonecrose causada pela utilizacdo de bisfosfonatos, demonstraram uma
melhora nos efeitos colaterais da osteonecrose, onde, mesmo na presenca de tecido
necrotico ocorreu a formacdo de matriz de tecido 6sseo na porcao basal dos

alvéolos.
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7 CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos podemos concluir que a utilizagdo do ranelato de
estrOnico ndo alterou o aparecimento inicial da osteonecrose por bisfosfonato,
embora tenha ocorrido um aumento de matriz col nos alvéolos que receberam o
medicamento. Mais estudos pré-clinicos devem ser realizados utilizando outros
protocolos de utilizagdo do ranelato de estroncio, como alteracéo da dose e tempo
de administragao.
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