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RESUMO

JESUS, L. K. Avaliagao peri-implantar de implantes instalados em alvéolo
reparacional de ratos tratados com acido zoledrénico. 2024. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Aragatuba,
2024.

Objetivo: Avaliar o comportamento mecanico e biolégico do tecido 6sseo peri-
implantar de implantes instalados em alvéolo reparacional de ratos tratados com

acido zoledronico (ZA).

Materiais e métodos: 144 ratos Wistar machos receberam 8 aplicagbes de ZA
(0,035 mg/kg) via caudal com intervalos de 15 dias. Apos a quarta aplicagéo foi
realizada a exodontia do primeiro molar inferior esquerdo e os animais foram
divididos em 6 grupos de acordo com tratamento alveolar (1) GS: coagulo sanguineo
— sem aplicagdes de ZA; (2) GZ: coagulo sanguineo; (3) GB: B-tricalcio-fosfato (3-
TCP); (4) GBD: B-TCP + gel de doxiciclina a 10% (DOX10%); (5) GBDP: B-TCP +
DOX10% + terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT) e (6) GDP: DOX10% +
aPDT. Apds 28 dias das exodontias, foram realizadas fotografias dos aspectos
clinicos e foi instalado um implante (2.2x4mm) nos alvéolos reparacionais. Passados
mais 28 dias foram realizadas analises dos aspectos clinicos peri-implantares,
biomecanica, microscopia eletrébnica de varredura e espectroscopia de raios X por
energia dispersiva (MEV-EDS) dos implantes removidos, microtomografica (micro-
CT), microscopia confocal a laser, histométrica, histolégica qualitativa e
imunoistoquimica. Os valores foram submetidos a analise estatistica, considerando
P < 0.05.

Resultados: O ZA induziu a MRONJ e a MRONJ peri-implantar. O grupo GDP
(2.982 + 1.105; P > 0.05) apresentou maior valor de torque de remogao em relagéo a
GZ, GB, GBD e GBDP. A MEV-EDS apés remoc¢ao, GDP apresentou maiores picos
de fosforo (0.688 + 0.136; P > 0.05) e calcio (0.656 + 0.184; P > 0.05) com
distribuicdo mais homogénea de material biolégico, proveniente do reparo peri-
implantar. Para os parametros micro-CT, GDP apresentou maiores valores para
porcentagem de volume 6sseo (17.253 + 2.247; P > 0.05) e numero trabecular
(0.969 = 0.057; P > 0.05), e menores valores para separacao trabecular (1.398 *
0.032; P > 0.05) e porcentagem de porosidade total (82.747 + 2.247; P > 0.05) em



relacdo a GB, GBD e GBDP. Os grupos tratados com ZA apresentaram uma
dinamica 6ssea comprometida, enquanto GDP demonstrou maiores valores de taxa
de aposi¢cao mineral diaria (11.769 £ 0.581; P > 0.05) e extenséao linear de contato
0sso e implante (28.719 = 3.260; P > 0.05), quando comparado com GZ, GB, GBD e
GBDP. Além disso, GDP apresentou maior porcentagem de area ossea (26.834 +
0.993; P > 0.05) peri-implantar quando comparado com GBDP. Na histologia, GDP
demonstrou tecido 6sseo com vitalidade, porém com alteragdo morfolégica dos
ostedcitos, microfissuras 6Osseas e infiltrado inflamatério peri-implantar. Para a
analise imunoistoquimica de GDP demonstrou auséncia de atividades osteoclasticas

com imunomarcagao semelhantes ao grupo GS.

Conclusao: O ZA induziu a MRONJ e a MRONUJ peri-implantar e a associagao de
doxiciclina com aPDT proporcionou melhor comportamento mecanico e biolégico no
tecido 6sseo peri-implantar de implantes instalados em alvéolo reparacional de ratos

tratados com ZA.

Palavras-chave: osteonecrose; fotoquimioterapia; doxiciclina; materiais

biocompativeis; alvéolo dental; osseointegracgao.



ABSTRACT

JESUS, L. K. Peri-implant evaluation of implants placed in the repair socket of
rats treated with zoledronic acid. 2024. Tese (Doutorado) — Faculdade de
Odontologia, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Aracatuba, 2024.

Objective: To evaluate the mechanical and biological behavior of peri-implant bone
tissue of implants installed in the repair alveolus of rats treated with zoledronic acid
(ZA).

Materials and Methods: 144 male Wistar rats received eight applications of ZA
(0.035 mg/kg) via caudal route at 15-day intervals. After the fourth application, the
first lower left molar was extracted, and the animals were divided into 6 groups
according to alveolar treatment (1) GS: blood clot — without ZA applications; (2) GZ:
blood clot; (3) GB: B-tricalcium phosphate (B-TCP); (4) GBD: B-TCP + doxycycline
gel 10% (DOX10%); (5) GBDP: B-TCP + DOX10% + antimicrobial photodynamic
therapy (aPDT); and (6) GDP: DOX10% + aPDT. After 28 days of extractions,
photographs of the clinical aspects were taken and an implant (2.2x4mm) was placed
in the repair alveolus. After another 28 days, analyses of peri-implant clinical aspects,
biomechanics, scanning electron microscopy and energy-dispersive X-ray
spectroscopy (SEM-EDS) of the removed implants, microtomography (micro-CT),
laser  confocal microscopy, histometric, qualitative  histological and
immunohistochemical were performed. The values were subjected to statistical

analysis, considering P < 0.05.

Results: The ZA induced MRONJ and peri-implant MRONJ. The GDP group (2.982
+ 1.105; P > 0.05) presented a higher removal torque value compared to GZ, GB,
GBD and GBDP. The SEM-EDS after removal, GDP showed higher peaks of
phosphorus (0.688 + 0.136; P > 0.05) and calcium (0.656 = 0.184; P > 0.05) with a
more homogeneous distribution of the biological material, originating from peri-
implant repair. For micro-CT parameters, GDP presented higher values for
percentage of bone volume (17.253 £ 2.247; P > 0.05) and trabecular number (0.969
+ 0.057; P > 0.05), and lower values for trabecular separation (1.398 + 0.032; P >
0.05) and percentage of total porosity (82.747 £ 2.247; P > 0.05) in relation to GB,
GBD and GBDP. The groups treated with ZA showed compromised bone dynamics,
while GDP demonstrated higher values of daily mineral apposition rate (11.769 +



0.581; P > 0.05) and linear extension of bone and implant contact (28.719 + 3.260; P
> 0.05) when compared with GZ, GB, GBD and GBDP. Furthermore, GDP presented
a higher percentage of peri-implant bone area (26.834 + 0.993; P > 0.05) when
compared with GBDP. In histology, GDP demonstrated vital bone tissue, but with
morphological alterations of osteocytes, bone microcracks and peri-implant
inflammatory infiltrate. For immunohistochemical analysis, GDP demonstrated

absence of osteoclastic activities with immunostaining similar to the GS group.

Conclusion: The ZA induced MRONJ and peri-implant MRONJ and the association
of doxycycline with aPDT provided better mechanical and biological behavior in the

peri-implant bone tissue of implants installed in the repair alveolus of rats treated with
ZA.

Keywords: osteonecrosis; photochemotherapy; doxycycline; biocompatible

materials; tooth socket; osseointegration.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 Fluxograma dos procedimentos cirurgicos e aplicagdes de ZA ou
NaCl 0,9%

Figura 2 Exodontia do primeiro molar inferior esquerdo (A) sindesmotomia,
seguido da luxacdo do dente e (B) exodontia do primeiro molar inferior
esquerdo

Figura 3 Grupos experimentais de acordo com os tratamentos alveolares
prévios (A) GS e GZ: coagulo sanguineo; (B) GB: biomaterial; (C) GBD:
biomaterial e gel de doxiciclina a 10%; (D) GBDP: aplicagdo do protocolo da
aPDT - [(D (a)] azul de metileno, [(D (b)] irradiagdo com o laser de baixa
intensidade e [(D (c)] alvéolos preenchidos por biomaterial e gel de
doxiciclina a 10%; (E) GDP: aplicagdo do protocolo da aPDT e alvéolos
preenchidos por gel de doxiciclina a 10% e (F) Sutura com fio de nylon 5-0
Figura 4 Osteotomia e instalacdo do implante (A) Fresa langa; (B) Fresa
helicoidal e (C) Instalagao do implante

Figura 5 Fluxograma das etapas de trabalho para metodologia de cortes
mineralizados

Figura 6 Fluxograma da distribuicdo dos animais de acordo com as analises
€ grupos experimentais

Figura 7 Imagens representativas da caracterizagdo topografica das
superficies dos implantes previamente a instalacado (A) MEV: 60x; (B) MEV:
200x; (C) MEV: 500x e (D) MEV: 2000x

Figura 8 Imagens representativas da analise de EDS dos elementos O e Ti
nas superficies dos implantes previamente a instalacao (A) O: 100x; (B) Ti:
100x; (C) Sobreposi¢cao dos elementos O e Ti: 100x; (D) O: 2000x; (E) Ti:
2000x; (F) sobreposicao dos elementos O e Ti: 2000x

Figura 9 Imagens representativas do mapeamento elementar das superficies
dos implantes previamente a instalagao (A) MEV: 2000x; (B) O representado
pela cor azul e (C) Ti representado pela cor vermelha

Figura 10 Imagem representativa dos aspectos clinicos dos alvéolos
reparacionais de acordo com as terapias prévias nos diferentes grupos
experimentais (A) GS: coagulo sanguineo; (B) GZ: coagulo sanguineo; (C)
GB: biomaterial; (D) GBD: biomaterial e gel de doxiciclina a 10%; (E) GBDP:

33

34

36

37

38

39

47

48

49

50



aplicacédo de aPDT e biomaterial com gel de doxiciclina a 10% e (F) GDP:
aplicacéo de aPDT e gel de doxiciclina a 10%

Figura 11 Grafico representativo das classificagbes clinicas dos alvéolos
reparacionais em relacdo ao numero de amostras nos diferentes grupos
experimentais

Figura 12 Imagem representativa dos aspectos clinicos peri-implantares de
acordo com as terapias prévias nos diferentes grupos experimentais (A) GS:
coagulo sanguineo; (B) GZ: coagulo sanguineo; (C) GB: biomaterial; (D)
GBD: biomaterial e gel de doxiciclina a 10%; (E) GBDP: aplicacao de aPDT e
biomaterial com gel de doxiciclina a 10% e (F) GDP: aplicagdo de aPDT e gel
de doxiciclina a 10%

Figura 13 Grafico representativo das classificagbes clinicas peri-implantares
em relagdo ao numero de amostras nos diferentes grupos experimentais
Figura 14 Grafico representativo dos valores médios e desvio padrdao de
torque de remocgao (N.cm) nos diferentes grupos experimentais (P < 0.05,
representado por *, quando comparado com GS e #, quando comparado com
GDP)

Figura 15 Imagens representativas da caracterizacdo topografica dos
implantes removidos por meio do torque de remocéao do grupo GS (A) MEV:
200x; (B) MEV: 500x; (C) MEV: 2000x e (D) EDS

Figura 16 Imagens representativas da caracterizagdo topografica dos
implantes removidos por meio do torque de remogao do grupo GZ (A) MEV:
200x; (B) MEV: 500x; (C) MEV: 2000x e (D) EDS

Figura 17 Imagens representativas da caracterizagdo topografica dos
implantes removidos por meio do torque de remogéo do grupo GB (A) MEV:
200x; (B) MEV: 500x; (C) MEV: 2000x e (D) EDS

Figura 18 Imagens representativas da caracterizagdo topografica dos
implantes removidos por meio do torque de remogao do grupo GBD (A)
MEV: 200x; (B) MEV: 500x; (C) MEV: 2000x e (D) EDS

Figura 19 Imagens representativas da caracterizagdo topografica dos
implantes removidos por meio do torque de remogéo do grupo GBDP (A)
MEV: 200x; (B) MEV: 500x; (C) MEV: 2000x e (D) EDS

Figura 20 Imagens representativas da caracterizagdo topografica dos

51

52

53

54

55

56

56

57

57

58



implantes removidos por meio do torque de remocgao do grupo GDP (A)
MEV: 200x; (B) MEV: 500x; (C) MEV: 2000x e (D) EDS

Figura 21 Imagem representativa dos graficos de acordo com a analise
semiquantitativa dos elementos em peso (%) presentes nas superficies dos
implantes nos diferentes grupos experimentais (A) Carbono (P < 0.05,
representado por *, quando comparado com GS e A, quando comparado
com GZ); (B) Oxigénio; (C) Fésforo (P < 0.05, representado por *, quando
comparado com GS); (D) Enxofre (P < 0.05, representado por A, quando
comparado com GZ; #, quando comparado com GDP; ©, quando comparado
com GBD e -, quando comparado com GBDP); (E) Caélcio (P < 0.05,
representado por *, quando comparado com GS) e (F) Titanio (P < 0.05,
representado por o, quando comparado com GB)

Figura 22 Imagem representativa dos graficos de acordo com os parametros
microtomograficos da microarquitetura 6ssea peri-implantar nos diferentes
grupos experimentais (A) Porcentagem de volume 6sseo (BV/TV) (P < 0.05,
representado por *, quando comparado com GS; A, quando comparado com
GZ e #, quando comparado com GDP); (B) Espessura trabecular (Tb.Th) (P
< 0.05, representado por *, quando comparado com GS e A, quando
comparado com GZ); (C) Numero trabecular (Tb.N) (P < 0.05, representado
por *, quando comparado com GS; A, quando comparado com GZ e #,
quando comparado com GDP); (D) Separagao trabecular (Tb.Sp) (P < 0.05,
representado por #, quando comparado com GDP; o, quando comparado
com GB; ©, quando comparado com GBD e °, quando comparado com
GBDP) e (E) Porcentagem de porosidade total (Po.(tot)) (P < 0.05,
representado por *, quando comparado com GS; #, quando comparado com
GDP; o, quando comparado com GB; O, quando comparado com GBD e -,
quando comparado com GBDP)

Figura 23 Imagens representativas das reconstrugdes em 3D de todos os
grupos experimentais por meio do software CTvox — Bruker (SkyScan,
Versao 2.7.)

Figura 24 Grafico representativo dos dados histométricos medidos na
interface osso e implante dos fluorocromos calceina e vermelho de alizarina

nos diferentes grupos experimentais (P < 0.05, representado por ¥, quando

60

63

64

65



comparado com GS e A, quando comparado com GZ em relagdo ao
fluorocromo vermelho de alizarina; ¢, quando comparado com GZ e 0O,
quando comparado com GBD em relagdo ao fluorocromo calceina; V,
quando comparado a precipitacdo do fluorocromo calceina em relagdo ao
vermelho de alizarina dentro do mesmo grupo e &, quando comparado a
precipitagdo do fluorocromo vermelho de alizarina em relagdo a calceina
dentro do mesmo grupo)

Figura 25 Grafico representativo da taxa de aposicdo mineral (um/dia)
calculada através das imagens de fluorocromos (calceina e vermelho de
alizarina) nos diferentes grupos experimentais (P < 0.05, representado por ¥
quando comparado com GS; #, quando comparado com GDP; o, quando
comparado com GB e +, quando comparado com GBDP)

Figura 26 Imagem representativa do turnover ésseo peri-implantar calculada
através das imagens de fluorocromos nos diferentes grupos experimentais
(A) Calceina; (B) Vermelho de alizarina; (C) Sobreposi¢céo dos fluorocromos
(Aumento de 10x com barra de escala: 200 um)

Figura 27 Grafico representativo da extensao linear de contato osso e
implante (%) nos diferentes grupos experimentais (P < 0.05, representado
por *, quando comparado com GS e #, quando comparado com GDP)

Figura 28 Grafico representativo da area dssea (%) presente na regiao peri-
implantar nos diferentes grupos experimentais (P < 0.05, representado por *,
quando comparado com GS; A, quando comparado com GZ e #, quando
comparado com GDP)

Figura 29 Imagens representativas dos cortes mineralizados corados com
azul de Stevenel e fucsina acida nos diferentes grupos experimentais
(Aumento de 20x com barra de escala: 100 um)

Figura 30 Imagens representativas dos aspectos histolégicos peri-
implantares coradas com H&E nos diferentes grupos experimentais (A)
Aumento de 20x (barra de escala: 100 um) e (B) aumento de 40x (barra de
escala: 50 um) (Representadas por setas azuis, ostedcitos; setas brancas,
lacunas vazias; setas pretas, osteonecrose com formagado de sequestro
0sseo e setas amarelas, infiltrado inflamatério)

Figura 31 Imagens representativas das imunomarcagées para OCN, OPN,

67

68

69

70

71

73

76



RANKL e TRAP nos diferentes grupos experimentais em aumento de 20x
(Representadas por setas azuis, OCN; setas amarelas, OPN; setas verdes,
RANKL e setas pretas, TRAP. Barra de escala: 100 um)



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Escores representativos das imunomarcagdes para as proteinas 75
OCN, OPN, RANKL e TRAP nos diferentes grupos experimentais (Marcagéo
ausente, escore “0”; discreta, escore “1”; moderada escore “2”; intensa

escore “3”)



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

% Porcentagem

MA Microampére

pum Micrémetro

pm/dia Micrémetro por dia

pm?2 Micrémetro quadrado

AAOMS Associacao Americana de Cirurgides Bucomaxilofaciais
Al Aluminio

AO Area 6ssea

aPDT Terapia fotodindmica antimicrobiana

BP Bifosfonatos

BV/ITV Porcentagem de volume 6sseo

C Carbono

Ca Calcio

cc Centimetros cubicos

cm? Centimetro quadrado

Cu Cobre

EDS Espectroscopia de raios X por energia dispersiva
EDTA Acido etilenodiamino tetra-acético
ELCOI Extensao linear de contato osso e implante
g Grama

GB Grupo Biomaterial

GBD Grupo Biomaterial + Doxiciclina

GBDP Grupo Biomaterial + Doxiciclina + aPDT
GDP Grupo Doxiciclina + aPDT

GS Grupo Soro controle negativo

GZ Grupo Zoledronato controle positivo
H&E Hematoxilina e eosina

InGaAIP Aluminio-Galio-indio-Fésforo

J Joule

J/icm? Joule por centimetro quadrado

kV Quilovolt

MAR Taxa de aposi¢ao mineral



MEV
mg/kg
micro-CT
mi

mi/kg
mm

mm?
MRONJ
mW
N.cm
NaCl 0,9%
nm

O

°C

OCN
OPN

Po.(tot)
PVPI
RANKL
ROI

Tb.N
Th.Sp
Tb.Th
Ti
Ti-cp
TRAP
TV
VOl
W/cm?2
ZA

Microscopia eletrénica de varredura
Miligrama por quilograma
Microtomografica

Mililitro

Mililitro por quilograma

Milimetro

Milimetro cubico

Osteonecrose dos maxilares induzida por medicamentos
Megawatt

Newton por centimetro

Soro fisiologico

Nanometro

Oxigénio

Grau Celsius

Osteocalcina

Osteopontina

Fosforo

Picoampeére

Porcentagem de porosidade total
lodopolividona

Ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa B
Regiao de interesse

Enxofre

Numero de trabéculas

Separacéo trabecular

Espessura trabecular

Titanio

Titanio comercialmente puro
Fosfatase acida resistente ao tartarato
Volume total

Volume de interesse

Watt por centimetro quadrado

Acido zoledronico



a Alfa
B-TCP Beta-tricalcio fosfato



SUMARIO

1 INTRODUCAO 27
2 OBJETIVO 311
3 MATERIAIS E METODOS 322
3.1 Animais 32
3.2 Aplicacdo do Acido Zoledrénico (ZA) 32
3.3 Extracao Dentaria 33
3.4 Grupos Experimentais 34
3.5 Instalagao dos Implantes 36
3.6 Aplicacéo de Fluorocromos 37
3.7 Eutanasia e Coleta dos Espécimes 38
3.8 Caracterizagédo Topografica, Aspectos Clinicos e Analise Biomecanica 39

3.8.1 Caracterizagao topografica das superficies dos implantes previamente a

instalacao 39
3.8.2 Classificagbes dos aspectos clinicos 40
3.8.3 Analise biomecanica 41

3.8.4 Caracterizagao topografica das superficies dos implantes removidos por meio

do torque de remocéo 41
3.9 Metodologia de Cortes Mineralizados 42
3.9.1 Analise microtomografica (micro-CT) 42
3.9.2 Microscopia confocal a laser 43
3.9.3 Andlise histométrica 43
3.10 Metodologia de Cortes Desmineralizados 44
3.10.1 Analise histoldgica qualitativa 44
3.10.2 Analise imunoistoquimica 45
3.11 Andlise Estatistica 46
4 RESULTADOS 47
4.1 Caracterizagao Topografica, Aspectos Clinicos e Biomecanico 47

4.1.1 Caracterizagao topografica das superficies dos implantes previamente a

instalacao 47
4.1.2 Classificagdes dos aspectos clinicos 4949
4.1.3 Analise biomecanica 5353



4.1.4 Caracterizagao topografica das superficies dos implantes removidos por meio

do torque de remogao 54
4.2 Cortes Mineralizados 61
4.2.1 Analise microtomografica (micro-CT) 61
4.2.2 Microscopia confocal a laser 64
4.2.3 Analise histométrica 69
4.3 Cortes Desmineralizados 72
4.3.1 Analise histoldgica qualitativa 72
4.3.2 Analise imunoistoquimica 75
5 DISCUSSAO 77
6 CONCLUSAO 85
REFERENCIAS 86

ANEXOS 109



27
1 INTRODUGAO*

Os bifosfonatos (BP), analogos sintéticos do pirofosfato, sdo medicamentos
que agem na inibicdo da reabsorgdo Ossea, suprimindo as atividades dos
osteoclastos e consequentemente afetando a remodelagédo 6ssea (Cremers, Drake,
Ebetino, Bilezikian, Russell, 2019; Guyatt et al., 2002; Ruggiero & Drew 2007; Sigua-
Rodriguez, Costa Ribeiro, Brito, Alvarez-Pinzon, Albergaria-Barbosa, 2014).
Atualmente essa classe de medicamentos € comumente prescrita para tratamento
de varios disturbios 6sseos metabdlicos, incluindo a osteoporose, doenga de Paget,
hipercalcemia maligna, disturbios na medula éssea e doengas metastases Osseas
de alguns tipos de tumores malignos (Adler et al., 2016; Cremers et al., 2019;
Kuroshima, Sasaki, Sawase, 2019; McClung, 2003; Otto, Pautke, Van den Wyngaert,
Niepel, Schigdt, 2018; Timchenko, 2022).

No entanto, varios estudos tém relatado o efeito dos BP com o
desenvolvimento da osteonecrose dos maxilares induzida por medicamentos
(MRONJ) (Dimopoulos et al., 2006; Marx, 2003; Ruggiero & Woo, 2008; Ruggiero,
Dodson, Aghaloo, Carlson, Ward, Kademani, 2022; Ruggiero et al., 2014). Embora a
etiopatologia da MRONJ né&o esteja completamente elucidada, artigos apontam que
a maior parte dos casos sao desencadeadas por procedimentos cirurgicos invasivos
como as exodontias, instalacbes de implantes dentarios, traumas, doencas
periodontais, proteses desadaptadas e infeccbes odontogénicas que levem ao
rompimento da mucosa oral (Dodson, 2015; Fung et al., 2017; Heggendorn et al.,
2016; Marx, 2003; Matsumoto et al., 2017; Pelaz et al., 2015; Ruggiero et al., 2009;
Ruggiero et al., 2014; Ruggiero et al., 2022).

Em 2003, foi registrado o primeiro caso de exposicdo 6ssea mandibular
associada ao uso de BP (Marx, 2003). De acordo com a Associagao Americana de
Cirurgides Bucomaxilofaciais (American Association of Oral and Maxillofacial
Surgeons - AAOMS) a MRONJ foi definida e caracterizada como uma lesao bucal
com exposigao 6ssea exclusivamente dos 0ssos maxilares, persistindo por mais de
oito semanas em pacientes com histérico de uso de medicamentos antirreabsortivos

ou em combinagdes com imunomoduladores ou antiangiogénicos e auséncia de

" Normalizado de acordo com o author guidelines do Clinical Oral Implants Research
https://onlinelibrary.wiley.com/page/journal/16000501/homepage/forauthors.html



https://onlinelibrary.wiley.com/page/journal/16000501/homepage/forauthors.html

28

radioterapia prévia na regido maxilofacial (Pelaz et al., 2015; Ruggiero & Drew,
2007; Ruggiero et al., 2022; Sigua-Rodriguez et al., 2014). Além disso, a literatura
esclarece que altas concentracdes e uso prolongado de BP em pacientes que fazem
uso via endovenosa apresentam maiores riscos de desenvolver a MRONJ quando
comparado com administracdo via oral (Dimopoulos et al., 2006; Marx, 2003;
Ruggiero & Woo, 2008; Ruggiero et al., 2014; Ruggiero et al., 2022).

No presente momento, ainda ndo existe um protocolo definitivo para a
prevencao e tratamento da MRONJ. No entanto, encontram-se na literatura varias
abordagens de tratamentos, desde terapias mais conservadoras até as mais
invasivas ou até mesmo associando ambas as terapias (Bacci, Cerrato, Bardhi,
Frigo, Djaballah, Sivolella, 2022; Beth-Tasdogan, Mayer, Hussein, Zolk, 2027;
Campisi et al., 2020). Dentro das modalidades de prevengdo e tratamento
encontradas na literatura incluem a antibioticoterapia, oxigenoterapia hiperbarica,
laserterapia, plasma rico em plaquetas, ozonioterapia, terapia fotodinamica
antimicrobiana (aPDT) e a ressecgéao cirurgica (Freiberger et al., 2012; Khan et al.,
2015; Mauceri et al., 2018; Momesso, Lemos, Santiago-Junior, Faverani, Pellizzer,
2020; Pereira-Silva et al., 2024; Toro et al., 2019; Wilde et al., 2011).

Grande parte dos casos da MRONJ sao tratadas com terapias conservadoras
como é o caso da antibioticoterapia tépica ou sistémica (Nelson & Levy, 2011).
Dentre elas destaca-se a doxiciclina, que € um antibiético derivado das tetraciclinas
e apresenta agao antibacteriana, inibindo a sintese de proteinas bacterianas gram-
positivas e gram-negativas (Nelson & Levy, 2011), anti-inflamatéria (Golub et al.,
1983) e anticolagenase (Golub, Evans, McNamara, Lee, Ramamurthy, 1994; Monk,
Shalita, Siegel, 2011). Outra terapia coadjuvante € aPDT (Carrera et al., 2016;
Statkievicz et al., 2018; Wang, Huang, Wang, Lyu, Hamblin, 2016), a qual apresenta
efeitos benéficos e grande potencial no tratamento e prevengdo da MRONJ (Abel
Mahedi Mohamed, Nielsen, Schiodt, 2018; Castro, Ribeiro Jr, Carli, Pereira,
Sperandio, Hanemann, 2016; Ervolino et al.,, 2019; Minamisako, Ribeiro, Lisboa,
Mariela Rodriguez Cordeiro, Grando, 2016; Poli, Souza, Maiorana, 2018; Silva et al.,
2022). E os biomateriais ceramicos a base de B-tricalcio fosfato (B-TCP), tem
apresentado resultados favoraveis para terapias prévias da MRONJ (Funayama,
Yagyuu, Imada, Ueyama, Nakagawa, Kirita, 2023; Hadad et al., 2022; Paulo et al.,

2019). A AAOMS encoraja a exploragao de novos protocolos e metodologias para
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melhorar a prevencdo da osteonecrose e defende medidas preventivas para o
desenvolvimento da MRONJ, incluindo antibidéticos e enxaguatérios bucais

antimicrobianos (Ruggiero et al., 2022).

Atualmente, com o envelhecimento populacional e as alteragées fisioldgicas,
principalmente de mulheres idosas osteoporéticas (Amin, McPartland, O'Sullivan,
Silke, 2023; Dennison, Mohamed, Cooper, 2006; Matsumoto et al., 2017), a
implantodontia vem enfrentando grandes desafios clinicos perante a necessidade de
promover reabilitagdes implantossuportadas em pacientes que fazem uso continuo
de BP.

Embora existam estudos na literatura que demonstraram que a instalacao de
implantes dentarios € um fator de risco para o desenvolvimento da MRONJ e
consequentemente sobrevida dos implantes osseointegraveis em pacientes que
fazem uso de medicamentos antirreabsortivos (Altalhi et al., 2023; Ata-Ali, Ata-Ali,
Pefiarrocha-Oltra, Galindo-Moreno, 2016; Chadha, Ahmadieh, Kumar, Sedghizadeh,
2013; de-Freitas, Lima, de-Moura, Veloso-Guedes, Simamoto-Junior, de-Magalhaes,
2016; Guazzo, Sbricoli, Ricci, Bressan, Piattelli, laculli, 2017; Owen & Bradley 2021;
Sher, Kirkham-Ali, Luo, Miller, Sharma, 2021) e que até mesmo em implantes
dentarios ja osseointegrados podem desenvolver a MRONJ peri-implantar
(Giovannacci et al., 2016; Junquera, Pelaz, Gallego, Garcia-Consuegra, Costilla,
2014; Kwon, Lee, Park, Choi, Rijal, Shin, 2014; Seki, Namaki, Kamimoto, Hagiwara,
2021) e a peri-implantite, também é considerado um fator de risco, devido a
persisténcia de intensa inflamacdo causando perdas dsseas e aumento de tecido
0sseo nao vital peri-implantar (Pichardo, van der Hee, Fiocco, Appelman-Dijkstra,
van Merkesteyn, 2020; Tempesta et al., 2022; Troeltzsch et al., 2016). Existem
também artigos que relatam sucesso nas instalagbes de implantes dentarios em
pacientes de fazem uso de BP (Albandar, 2008; Bell & Bell, 2008; Famili, Quigley,
Mosher, 2011; Fugazzotto, Lightfoot, Jaffin, Kumar, 2007; Grant, Amenedo,
Freeman, Kraut, 2008; Otto et al., 2023; Torres et al., 2009). Logo, a literatura ainda
€ controversa e nao apresenta clareza sobre sucessos e falhas nas instalacbtes de

implantes dentarios em pacientes que fazem uso de BP.

No entanto, sabe-se que a taxa de sucesso para os implantes dentarios em
pacientes que fazem uso continuo de BP pode variar dependendo do tipo de

medicamento, frequéncia e modo de administragdo, sendo que por via oral
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apresentam menores chances de desenvolver a MRONJ e falhas peri-implantares
(Famili et al., 2011; Goss, Bartold, Sambrook, Hawker, 2010; Madrid & Sanz, 2009;
Pazianas, Miller, Blumentals, Bernal, Kothawala, 2007). E a relagéo interdisciplinar
entre os dentistas e médicos € essencial para a realizagdo de um bom planejamento
e tratamento individualizado, seguidos de acompanhamentos regulares pelo

cirurgido-dentista para alcangar resultados prosperos peri-implantares.

E apesar de encontrar na literatura estudos em animais com resultados
favoraveis para a prevengao e tratamento da MRONJ, nos quais mostram reparos
alveolares saudaveis, com quantidade e qualidade de tecido 6sseo, sem a presenca
da osteonecrose (Ervolino et al., 2019; Hadad et al., 2022; Silva et al., 2022;
Statkievicz et al., 2018; Toro et al., 2019). Ainda existem limitacées de estudos in
vivo que investiguem a possibilidade de instalagdo de implantes em alvéolos

reparacionais de animais tratados com BP.

Diante do exposto, a realizacdo este estudo experimental, in vivo, torna-se
relevante e necessario para proporcionar mais informagdes e resultados para a
literatura, buscando esclarecer a possibilidade da instalacdo de implantes em osso

alveolar reparacional de ratos tratados com acido zoledrénico (ZA).
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2 OBJETIVO

Avaliar o comportamento mecanico e biologico do tecido dsseo peri-implantar
de implantes instalados em alvéolo reparacional de ratos tratados com acido

zoledronico.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Odontologia de Aracatuba — FOA/UNESP (processo FOA n° 0884-
2022 — Anexo A) e realizado seguindo as orientagdes da ARRIVE guidelines, de
acordo com o Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério dos Institutos
Nacionais de Saude (NC3Rs Reporting Guidelines Working Group, 2010).

3.1 Animais

Cento e quarenta e quatro ratos Wistar machos (Rattus norvegicus albinus, 3
meses de idade e peso entre 350-450g) fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade (FOA/UNESP) foram alojados (4 por caixa) em condigdes padrdes de
temperatura (25°C) em ambiente com luz controlada (12:12 horas claro: escuro),
sem restricao alimentar e agua ad libitum. O tamanho da amostra foi calculado pelo
Power Test com nivel de significAncia de 5% (desvio padrdo de 2%), a = 0,05 e
poder de 80%. Assim, foram necessarios oito ratos por grupo (n=8) para comparar

os diferentes grupos (Hadad et al., 2022; Pereira-Silva et al., 2024).

3.2 Aplicagido do Acido Zoledrdnico (ZA)

Todos os animais foram tratados com ZA (Zometa®, Novartis Biociéncias SA,
Sao Paulo, Brasil), exceto os animais pertencentes ao grupo soro (GS) que
receberam apenas aplicagdes de 0,2 ml de soro fisiolégico (NaCl 0,9%) (Curra et al.,
2016; Hadad et al., 2022).

Nos dias 15, 30, 45 e 60, previamente as exodontias do primeiro molar inferior
esquerdo, foram administradas via caudal 04 aplicagdes de 0,035 mg/kg de ZA
dissolvido em 0,2 ml de veiculo de NaCl 0,9% em cada animal com intervalos de 15
dias entre as aplicacbes. E posteriormente, nos dias 75, 90, 105 e 120, foram
realizadas mais 04 aplicagcbes de ZA ou NaCl 0,9%. Logo, foram realizadas 08
aplicacdes de ZA ou NaCl 0,9% durante todo o experimento (Figura 1).
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FIGURA 1 Fluxograma dos procedimentos cirurgicos e aplicagdes de ZA ou NaCl
0,9%.

3.3 Extracao Dentaria

No dia 67, todos os animais foram submetidos a exodontia do primeiro molar
inferior esquerdo (Hadad et al., 2022; Pereira-Silva et al., 2024; Statkievicz et al.,
2018; Toro et al., 2019). Anteriormente, os animais foram mantidos em jejum por
doze horas antes do procedimento cirurgico e posteriormente foram submetidos a
anestesia geral sob sedagdo com aplicagdes intramusculares de 50 mg/kg de
Cloridrato de Cetamina 10% (Cetamin® - Syntec, Tamboré, Sado Paulo, Brasil) e 5

mg/kg de Cloridrato de Xilazina 2% (Xilazin® - Syntec, Tamboré, Sdo Paulo, Brasil).

Logo apds, foram posicionados em decubito dorsal em um leito cirurgico
personalizado, seguido da antissepsia com lodopolividona Tépico (PVPI 10%,
Riodeine, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto, Sao Paulo, Brasil) e complementacao
anestésica local com Cloridrato de Mepivacaina 2% + Epinefrina 1:100.000
(Mepiadre® - DFL Industria e Comércio S.A., Jacarepagua, Rio de Janeiro, Brasil). E
em seguida, foi realizado a sindesmotomia da insergdo gengival foi realizada
cuidadosamente, seguida da luxagéo dentaria (Figura 2A) e exodontia do primeiro
molar inferior esquerdo (Figura 2B).
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FIGURA 2 Exodontia do primeiro molar inferior esquerdo (A) sindesmotomia,

seguido da luxagao do dente e (B) exodontia do primeiro molar inferior esquerdo.

3.4 Grupos Experimentais

Apos as exodontias dos primeiros molares inferiores esquerdos, 0os animais
foram divididos aleatoriamente em 6 grupos, de acordo com tratamentos prévios

para o preenchimento dos alvéolos:

e Grupo Soro controle negativo (GS): alvéolos preenchidos apenas por

coagulo sanguineo (Figura 3A);

e Grupo Zoledronato controle positivo (GZ): alvéolos preenchidos apenas

por coagulo sanguineo (Figura 3A);

e Grupo Biomaterial (GB): alvéolos preenchidos com aproximadamente 0.03
cc (centimetros cubicos) de biomaterial a base de B-tricalcio fosfato (B-TCP) em
pasta (Straumann® maxresorb® inject, Straumann Brasil Ltda., Curitiba, Parana,
Brasil) (Figura 3B);

e Grupo Biomaterial + Doxiciclina (GBD): alvéolos preenchidos com
aproximadamente 0.03 cc da mistura na proporcédo de 1:1 de biomaterial a base de

B-TCP em pasta e gel de doxiciclina a 10% (Figura 3C);
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e Grupo Biomaterial + Doxiciclina + aPDT (GBDP): alvéolos preenchidos
com 0,1 ml de azul de metileno por 60 segundos [Figura 3D (a)]. Posteriormente a
ponta do laser foi posicionada em um unico ponto central do local da exodontia,
paralelemente ao longo eixo dos alvéolos [Figura 3D (b)]. Para a irradiagao do laser
de baixa intensidade foi utilizado o diodo laser de Aluminio-Galio-indio-Fésforo
(InGaAIP) (660 nm; Thera Lase®, DMC Equipamentos Ltda®, SP, Brasil) com spot
size de 0,0283 cm?, com poténcia de 35 mW, modo de operagao continua, ponto de
energia de 2,1 J/ponto por 60 segundos, densidade energia de 74,2 Jlcm? e
intensidade de poténcia de 1,23 W/cm? (Ervolino et al., 2019; Hadad et al., 2022).
Em seguida os alvéolos foram preenchidos com aproximadamente 0.03 cc da
mistura na proporgdo de 1:1 de biomaterial a base de B-TCP em pasta e gel de
doxiciclina a 10% [Figura 3D (c)];

¢ Grupo Doxiciclina + aPDT (GDP): aplicagcao do protocolo da aPDT descrito
acima e os alvéolos foram preenchidos com aproximadamente 0.03 cc de gel de

doxiciclina a 10% (Figura 3E).

Apos os tratamentos prévios empregados nos alvéolos, foram realizadas
suturas com fio de nylon 5-0 (Figura 3F) (SHALON MEDICAL, Sao Luis de Montes
Belos, Goias, Brasil) e no pos-operatério imediato, todos os animais receberam via
intramuscular 0,1 ml/kg de pentabidtico (Zoetis, Campinas, Sdo Paulo Brasil) e 0,1

ml/kg de dipirona sddica (Zoetis, Campinas, Sao Paulo, Brasil).
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FIGURA 3 Grupos experimentais de acordo com os tratamentos alveolares prévios
(A) GS e GZ: coagulo sanguineo; (B) GB: biomaterial; (C) GBD: biomaterial e gel de
doxiciclina a 10%; (D) GBDP: aplicagdo do protocolo da aPDT — [(D (a)] azul de
metileno, [(D (b)] irradiagdo com o laser de baixa intensidade e [(D (c)] alvéolos
preenchidos por biomaterial e gel de doxiciclina a 10%; (E) GDP: aplicagédo do
protocolo da aPDT e alvéolos preenchidos por gel de doxiciclina a 10% e (F) Sutura

com fio de nylon 5-0.

3.5 Instalagao dos Implantes

No dia 95, apos 28 dias das exodontias e tratamentos prévios dos alvéolos,
todos os animais foram submetidos aos mesmos protocolos pré-operatoério e pos-

operatdrio descritos anteriormente.

Em seguida, as osteotomias foram realizadas com fresagens padronizadas na

regido do alvéolo reparacional. A perfuragao inicial foi realizada com a fresa langa de
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2 mm de didmetro e 4 mm de profundidade (Figura 4A), seguida da fresa helicoidal
de 2 mm de diametro e 4 mm de profundidade (Figura 4B) e posteriormente foi
instalado com auxilio de uma chave digital de 0.9 mm (A.S.Technology
Componentes Especiais Ltda., Titaniumfix, Sdo José dos Campos, Sao Paulo,
Brasil) um implante de titanio comercialmente puro (Ti-cp) com superficie modificada
por duplo ataque acido e com dimensdes de 2.2 mm de didmetro e 4 mm de
comprimento (A.S.Technology Componentes Especiais LTDA, Titaniumfix, Sdo José
dos Campos, Sao Paulo, Brasil) (Figura 4C) com ancoragem primaria na regiao

apical.

FIGURA 4 Osteotomia e instalagdo do implante (A) Fresa langa; (B) Fresa helicoidal

e (C) Instalagao do implante.

3.6 Aplicacao de Fluorocromos

Para analise de epifluorescéncia, os 48 animais pertencentes a metodologia
de cortes mineralizados, receberam aplicagdes via intramuscular de calceina (20
mg/kg) no dia 109 e de vermelho de alizarina (30 mg/kg) no dia 119 (Figura 5). As

aplicagées dos fluorocromos foram realizadas de acordo com estudos prévios
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(Luvizuto, Dias, Okamoto, Dornelles, Okamoto, 2011; Ramalho-Ferreira, Faverani,
Grossi-Oliveira, Okamoto, Okamoto, 2015).

0d 15d 30d 45d 60d 67d 75d 90d 95d 105d 109d 119d 120d 123d
| | | | |
| | | | 1
\ J \ J
Acomodagao Exodontia + Instalagao dos . Eutanasia
ST . Calceina
dos animais Tratamento implantes
alveolar
Aplicagdes de ZA ou NaCl0,9%
Aplicagoes de ZA ou NaCl0,9% Aplicagdes de ZA ou NaCl 0,9%

FIGURA 5 Fluxograma das etapas de trabalho para metodologia de cortes

mineralizados.

3.7 Eutanasia e Coleta dos Espécimes

No dia 123, ap6s 28 dias da instalagdo dos implantes, todos os animais foram
submetidos a eutanasia com dose excessiva de tiopental sddico (150 mg/kg —
Tiopentax®, Cristalia Prod. Quim. Farm. Ltda., Itapira, Sdo Paulo, Brasil) e cloridrato
de lidocaina 2% (10 mg/kg — Xylestesin® 2%, Cristalia Prod. Quim. Farm. Ltda.,

Itapira, S&o Paulo, Brasil).

Posteriormente foram realizadas as remocbes das hemi-mandibulas

esquerdas de todos os animais e separadas de acordo com as analises (Figura 6).
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FIGURA 6 Fluxograma da distribuigdo dos animais de acordo com as analises e

grupos experimentais.

3.8 Caracterizagdo Topografica, Aspectos Clinicos e Analise

Biomecanica

3.8.1 Caracterizagao topografica das superficies dos implantes previamente a

instalagao

Os implantes foram montados diretamente em um stub de aluminio e fixados
com fita de carbono, em seguida foram realizadas as analises topograficas das
superficies dos implantes por meio do microscépio eletrénico de varredura (MEV

Prisma E — Thermo Scientific, Eindhoven, Holanda) (MEV) a baixo vacuo com uma
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tensao de aceleracao de 1.00 kV e uma corrente de feixe de 54 pA em diferentes
aumentos. E posteriormente, foi realizada a analise semiquantitativa da composi¢ao
quimica e mapeamento de elementos presentes nas superficies dos implantes por
meio da espectroscopia de raios X por energia dispersiva (EDS) com uma tensao de
aceleracdo de 20.00 kV e uma corrente de feixe de 16 nA (Queiroz, Souza,

Guastaldi, Margonar, Garcia-Junior, Hochuli-Vieira, 2013; Souza et al., 2013).

3.8.2 Classificagoes dos aspectos clinicos

Com o auxilio de uma camera profissional Canon (Canon io5, lente EF
100mm /2.8 macro e flash MR-14EX Il Macro ring light) foram realizados registos
dos aspectos clinicos da regido do alvéolo reparacional do primeiro molar inferior
esquerdo e da regido peri-implantar. E posteriormente, os aspectos clinicos foram
avaliados e classificados de acordo com a presenga ou auséncia de tecido dsseo
exposto, incluindo caracteristicas de reparo completo ou incompleto da mucosa oral,
bem como sinais de infecgbes nas regides avaliadas. Essas classificacbes foram
adaptadas ao presente estudo com base em artigos previamente publicados
(Ruggiero et al., 2022; Sharma, Hamlet, Vaquette, Petcu, Ramamurthy, Ivanovski,
2021).

Classificagbes clinicas dos alvéolos reparacionais:

* Grau 0: Mucosa oral integra e auséncia de tecido 6sseo exposto no local da

exodontia;

* Grau 1: Auséncia de tecido 6sseo exposto com area de reparo indefinido no

local da extracéo;
* Grau 2: Tecido 6sseo exposto sem sinais de infec¢ao no local da exodontia;
» Grau 3: Tecido 6sseo exposto com sinais de infeccdo no local da exodontia;

* Grau 4: Tecido 6sseo exposto com infecgdo que se estende além da regiao

alveolar.

Classificagbes clinicas peri-implantares:
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* Grau 0: Mucosa oral integra e auséncia de tecido 6sseo exposto peri-

implantar;

+ Grau 1: Auséncia de tecido 6sseo exposto, mas com sinais de infec¢ao peri-

implantar;
* Grau 2: Tecido 6sseo exposto sem sinais de infec¢do peri-implantar;
* Grau 3: Tecido 6sseo exposto com sinais de infecgao peri-implantar;

* Grau 4: Tecido 6sseo exposto com infecgdo que se estende além da regido

peri-implantar

3.8.3 Analise biomecanica

Todas as hemi-mandibulas foram submetidas a analise biomecanica e por
meio de um torquimetro digital (Homis Instrumentos De Medicéo Ltda., Sdo Paulo,
Brasil) acoplado a uma chave digital de 0.9mm (A.S.Technology Componentes
Especiais Ltda., Titaniumfix, S&do José dos Campos, S&o Paulo, Brasil) foi
mensurado a forga necessaria para remogao dos implantes (N.cm) (Queiroz et al.,
2013; Souza et al., 2013). Todos os valores obtidos foram tabulados e submetidos a

analise estatistica, considerando P < 0.05.

3.8.4 Caracterizacao topografica das superficies dos implantes removidos por

meio do torque de remogao

As analises topograficas das superficies dos implantes removidos de cada
grupo foram realizadas por meio do MEV. E o EDS avaliou a presenga de tecido
0sseo0 com a mensuragao semiquantitativa dos elementos calcio (Ca), fésforo (P),
oxigénio (O), enxofre (S) e titanio (Ti) (Guler, Uraz, Hatipoglu, Yalim, 2021; Ha, Eo,
Sodnom-Ish, Mustakim, Myoung, Kim, 2023; Queiroz et al., 2013; Souza et al.,
2013). Todos os valores obtidos foram tabulados e submetidos a analise estatistica,

considerando P < 0.05.
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3.9 Metodologia de Cortes Mineralizados

3.9.1 Analise microtomografica (micro-CT)

Ap06s coleta das hemi-mandibulas, os espécimes foram fixados em solugao de
formalina tamponada a 10% (Reagentes Analiticos, Dinamica Odonto-Hospitalar
Ltda, Catanduva, Sao Paulo, Brasil) durante 24 horas, seguidas de banho em agua
corrente por 24 horas. Apds a fixagao, as pecas foram armazenadas em alcool 70
para posterior analise micro-CT (Bouxsein, Boyd, Christiansen, Guldberg, Jepsen,
Mdiller, 2010).

Por meio do microtomoégrafo SkyScan (SkyScan 1272 Bruker MicroCT,
Aatselaar, Bélgica, 2003) as hemi-mandibulas foram escaneadas com uma energia
de raio X de 90 kV, corrente de 110 pA, filtro de Al 0.5mm + Cu 0.038, passo de
rotacdo de 0.6 mm e tempo de aquisicdo de aproximadamente 2 horas e 3 minutos.
As imagens obtidas foram reconstituidas pelo software NRecon (SkyScan, 2011;
Versao 1.6.6.0. 64-bit), com smoothing de 5, correcdo dos anéis de artefato de 7,
correcdo de Beam Hardening de 30% e a faixa de conversado foi determinada de
acordo com cada imagem. No software Data Viewer (SkyScan, Versao 1.4.4 64-bit),
as imagens foram reconstruidas, analisadas em trés planos (transversal, sagital e

coronal) e em seguida foi selecionado o volume de interesse (VOI).

Posteriormente, por meio do software CTAnalyser — CTAn (SkyScan, Versao
1.12.4.0 64-bit) a regidao de interesse (ROI) foi definida para avaliar e mensurar a
microarquitetura 6ssea da regido peri-implantar. Todas as imagens foram delimitas e
padronizadas entre escalas de cinza 90-25, com 200 cortes e volume total do tecido
(TV) de 9.599mm3. Os parametros mensurados foram: (1) Porcentagem de volume
0sseo em relagdao ao volume 6sseo total — BV/TV (%); (2) Espessura trabecular —
Tb.Th (mm); (3) Numero de trabéculas — Tb.N (1/mm); (4) Separagao trabecular —
Tb.Sp (mm) e (5) Porcentagem de porosidade total — Po.(tot) (%). Todos os valores
obtidos foram tabulados e submetidos a analise estatistica, considerando P < 0.05. E
em seguida, a reconstrugdo em 3D foi realizada no software CTvox (SkyScan,
Versao 2.7 64-bit).
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3.9.2 Microscopia confocal a laser

ApOs a realizagdo da analise microtomografica, as pegas foram desidratadas
em alcoois 70, 90 e 100, gradativamente. Ao término da desidratacdo, as pecas
foram imersas em uma mistura de alcool 100 e resina fotopolimerizavel Technovit®
7200 (Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim, Alemanha) em diferentes concentracdes

crescentes de resina até o momento que as pecas foram imersas apenas em resina.

Em seguida, as hemi-mandibulas com os implantes foram incluidas em resina
fotopolimerizavel Technovit® 7200 (Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim, Alemanha) e
posteriormente foram submetidas ao protocolo de cortes e desgastes nos
equipamentos Sistema EXAKT de cortes ndo descalcificado (Exakt Saw 300CP/
Micro Grinder 400CS/ 520 Light Polimerization/ 530 Brick Drying) no Laboratério
Multiusuario de Imagens da FOAr-UNESP (ImaLab). As laminas obtidas no plano
meésio-distal peri-implantar com espessura de aproximadamente 80 pm foram
capturadas no Microscopio de Fluorescéncia Confocal (Carl Zeiss LSM 800 com
Airyscan) da Faculdade de Odontologia de Araraquara — FOAr/UNESP, utilizando
uma objetiva de 10x e a partir das imagens obtidas dos fluorocromos foi realizado na
regido mais apical das espiras do implante a mensurag¢ao da calceina (osso velho) e
vermelho de alizarina (0osso novo) para avaliagao da dindmica éssea peri-implantar
(um?) no programa ZEN 3.5 (blue edition) e posteriormente foi realizado na mesma
regido peri-implantar a mensuragao da taxa de aposi¢gao mineral — MAR (u/dia), as
imagens foram transportadas para o software de analise de imagens (ImageJ -
Software de Processamento e Anadlise de Imagem) e por meio da ferramenta
“straight”, segmento para linhas ou setas a mao livre, foram tragadas 5 medidas
estendendo-se da margem externa do fluorocromo calceina em dire¢cado a margem
externa do fluorocromo vermelho de alizarina, sendo o valor obtido, dividido por 10,
que representa o intervalo de dias entre as aplicacbes dos dois fluorocromos
(Dempster et al., 2013).

3.9.3 Analise histométrica

Ap6s a realizacdo da analise de microscopia confocal a laser, todas as
laminas foram coradas com azul de Stevenel e fucsina acida. As imagens foram

capturadas por meio do microscopio Optico (Leica DM4000 B LED, Heerbrugg
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Switzerland) com o auxilio da lente objetiva Leica (2.5x/0.07, 10x/0.25, 20x/ 0.40 e
40x/0.65, 63x/0.75) acoplada a uma camera de captagao de imagem conectada ao
computador (12th Gen Intel(R) Core (TM) i7-12700, 2.10 GHz, com sistema
operacional Windows 10 Home Single Language) para processamento e analise de

imagens no programa Leica Application Suite V4 (LAS V4.8).

As imagens capturadas foram transportadas para o software de analise de imagens
(Imaged - Software de Processamento e Analise de Imagem) e com a ferramenta
“straight”, segmento para linhas ou setas a mao livre, foram realizadas as
mensuragdes em porcentagem da extensado linear de contato osso e implante
(ELCOI%) e da porcentagem de area 6ssea presente (AO%) na regido mais apical
das espiras do implante (Sisti, Piattelli, Guastaldi, Queiroz, De Rossi, 2013; Souza et
al., 2014; Queiroz et al., 2017).

3.10 Metodologia de Cortes Desmineralizados

3.10.1 Analise histoldgica qualitativa

As hemi-mandibulas foram removidas, fixadas em formalina tamponada a
10% (Reagentes Analiticos, Dinamica Odonto-Hospitalar Ltda, Catanduva, Sao
Paulo, Brasil) por 24 horas e na sequéncia iniciou-se o processo de descalcificagao
em solugcdo de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e hidroxido de sédio a
20%.

Posteriormente foram desidratadas em uma sequéncia crescente de alcoois
(70, 90, 95 e 100), seguida da diafanizados em xilol e embebidas com parafina para
obtencdo de cortes com 5 ym espessura por meio de micrétomo (RM2235, Leica
Biosystems Nussloch GmbH 2017). Ap6s a coloragdo com hematoxilina e eosina
(H&E, Merck & Co., Inc., Kenilworth, NJ, USA), as imagens foram capturadas por
meio do microscopio Optico (Leica DM4000 B LED, Heerbrugg Switzerland) com o
auxilio da lente objetiva Leica (2.5x/0.07, 10x/0.25, 20x/ 0.40 e 40x/0.65, 63x/0.75)
acoplado a uma camera de captagdo de imagem e conectado ao computador (12th
Gen Intel(R) Core(TM) i7-12700, 2.10 GHz, com sistema operacional Windows 10

Home Single Language) para processamento e andlise de imagens no programa
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Leica Application Suite V4 (LAS V4.8). Apds obtengdo das imagens, foi realizada
analise histolégica qualitativa (Puttini et al., 2019; Hadad et al., 2022).

3.10.2 Analise imunoistoquimica

Os cortes seguintes das amostras coradas por hematoxilina-eosina foram
coletados em laminas silanizadas para posterior analise. O processamento
imunoistoquimico foi realizado no Laboratério para o Estudo de Tecidos
Mineralizados (LSMT) da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — FOA/UNESP.

A atividade da peroxidase enddgena foi inibida com peroxido de hidrogénio e
as laminas passaram pela etapa de recuperagdo antigénica com tampao fosfato
citrato (ph 6.0). Os anticorpos primarios utilizados foram contra osteocalcina (OCN),
osteopontina (OPN), ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANKL)
e fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP) (Santa Cruz Biotechnology), com
objetivo avaliar as respostas celulares quanto ao processo de mineralizagdo 0ssea
(OCN e OPN), remodelacao 6ssea (RANKL) e atividades osteoclasticas (TRAP).

O método de deteccdo foi a imunoperoxidase, utilizando o anticorpo
secundario biotinilado anti-cabra produzido em coelho (Pierce Biotechnology), a
Estreptavidina e Biotina (DAKO Japan, Toquio, Japao) foram utilizadas como
amplificadoras e a Diaminobenzidina (DAKO Japan, Tdéquio, Japao) como
cromogeno. E para cada um dos anticorpos utilizados, foi avaliada a expressao
destas proteinas semi-quantitativamente por meio de escores, de acordo com o
numero de células imunomarcadas na regiao peri-implantar (Hassumi et al., 2018;

Oliveira et al., 2017), conforme apresentado abaixo:
* Marcagao ausente (escore “0”): representa auséncia de marcacao positiva;

* Marcacao discreta (escore “1”): quando 25% da area de interesse apresenta

marcacgao positiva;

* Marcacao moderada (escore “2”): quando 50% da area de interesse

apresenta marcacgao positiva;

* Marcagao intensa (escore “3”): quando 75% da area de interesse apresenta

marcagao positiva.
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3.11 Analise Estatistica

Por meio do software Sigma Plot 12.0 (Exakt Graph and Data Analysis) foram
realizadas as analises estatisticas, considerando P < 0.05. Todo os valores obtidos
foram tabulados e submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para verificacdo da

normalidade de distribui¢do, seguido da verificagdo da homogeneidade de variancia.

Os valores foram submetidos ao teste: (1) ANOVA One-way — analise
biomecénica, EDS, parédmetros microtomograficos, MAR, ELCOI% e AO% e (2)
ANOVA Two-way - dinamica oOssea. Posteriormente todos os dados foram

submetidos ao teste de Tukey para multiplas comparagoes.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizagao Topografica, Aspectos Clinicos e Biomecanico

4.1.1 Caracterizagao topografica das superficies dos implantes previamente a

instalacao

As superficies dos implantes demonstraram padrbes topograficos de
subtracdo com formagbes de microcavidades de diferentes profundidades e

tamanhos, mantendo uma rugosidade homogénea (Figuras 7 e 9A).

) essure magD | dwe N ! e det e J nag 1V
TX ETD 152E-3Pa 17.1mm 500x 5.00ps 1.00kV 54pA 829 pm CNET USP I ED 1.516-3Pa 172mm 2000x 5.00ps 1.00 kv 54 pA 207 pm

FIGURA 7 Imagens representativas da caracterizagado topografica das superficies
dos implantes previamente a instalagao (A) MEV: 60x; (B) MEV: 200x; (C) MEV:
500x e (D) MEV: 2000x.
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O EDS detectou maior pico de Ti e menor pico de O (Figuras 8 e 9D) em toda
a superficie do implante, além disso, foi realizado o mapeamento elementar,

representado pela cor azul o O (Figura 9B) e o Ti pela cor vermelha (Figura 9C).

FIGURA 8 Imagens representativas da analise de EDS dos elementos O e Ti nas
superficies dos implantes previamente a instalagdo (A) O: 100x; (B) Ti: 100x; (C)
Sobreposicdo dos elementos O e Ti: 100x; (D) O: 2000x; (E) Ti: 2000x; (F)
sobreposicao dos elementos O e Ti: 2000x.



49

100k

LR i
FIGURA 9 Imagens representativas do mapeamento elementar das superficies dos
implantes previamente a instalacdo (A) MEV: 2000x; (B) O representado pela cor

azul e (C) Ti representado pela cor vermelha.

4.1.2 Classificagoes dos aspectos clinicos

Previamente as instalagdes dos implantes, todos os alvéolos reparacionais
foram fotografados e posteriormente foram realizadas as classificagdes clinicas para

cada grupo de terapias prévias alveolares (Figura 10).
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FIGURA 10 Imagem representativa dos aspectos clinicos dos alvéolos reparacionais
de acordo com as terapias prévias nos diferentes grupos experimentais (A) GS:
coagulo sanguineo; (B) GZ: coagulo sanguineo; (C) GB: biomaterial; (D) GBD:
biomaterial e gel de doxiciclina a 10%; (E) GBDP: aplicagdo de aPDT e biomaterial
com gel de doxiciclina a 10% e (F) GDP: aplicacao de aPDT e gel de doxiciclina a
10%.

O grupo controle negativo GS apresentou melhores resultados para os
aspectos clinicos dos alvéolos reparacionais com predominancia para o grau O
(n=5), diferentemente do grupo controle positivo GZ que exibiu maiores numeros de
amostras para o grau 4 (n=6), com presencga de tecido 6sseo exposto e infec¢ao que

se estende além da regido alveolar.

Os grupos GB, GBD, GBDP e GDP nao apresentaram amostras com grau 4,

no entanto GB apresentou maior quantidade de amostras para grau 3 (n=5), seguido
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do GBD (n=4) e GBDP (n=1). Além disso, observou-se que GDP nao apresentou

nenhum espécime para grau 3 (n=0). (Figura 11).

CLASSIFICAGOES CLINICAS DOS ALVEOLOS REPARACIONAIS

GS GZ GB GBD GBDP GDP
GRAU 0 GRAU1 GRAU2 mGRAU3 mGRAU4

~

=8)
o]

(&)
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Numero de amostras (n

FIGURA 11 Grafico representativo das classificagdes clinicas dos alvéolos
reparacionais em relagdo ao numero de amostras nos diferentes grupos

experimentais.

Anteriormente a eutanasia, as regides peri-implantares foram fotografadas e

posteriormente foram realizadas as classificacbes dos aspectos clinicos (Figura 12).
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FIGURA 12 Imagem representativa dos aspectos clinicos peri-implantares de acordo
com as terapias prévias nos diferentes grupos experimentais (A) GS: coagulo
sanguineo; (B) GZ: coagulo sanguineo; (C) GB: biomaterial; (D) GBD: biomaterial e
gel de doxiciclina a 10%; (E) GBDP: aplicacdo de aPDT e biomaterial com gel de
doxiciclina a 10% e (F) GDP: aplicacao de aPDT e gel de doxiciclina a 10%.

De forma geral, notou-se uma piora nos aspectos clinicos peri-implantares,
principalmente nos grupos tratados com ZA (Figura 12). O grupo controle negativo

GS continuou apresentando melhores para os aspectos peri-implantares com grau 1
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(n=7) e o grupo controle positivo GZ manteve apresentando maior numero de

amostras para grau 4 (n=7), seguido do grupo GB (n=2).

Os grupos GBD e GDP apresentaram quantidades semelhantes para grau 2
(n=3) e grau 3 (n=5). E apesar do grupo GDP apresentar amostras para grau 2 (n=1)
e grau 3 (n=3), metade das amostras foram classificadas com grau 1 (n=4), o que
sugere ser a melhor terapia para as classificagbes peri-implantares quando

comparado com os grupos tratados com ZA (Figura 13).

CLASSIFICAGOES CLINICAS PERI-IMPLANTARES

S I
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FIGURA 13 Grafico representativo das classificacdes clinicas peri-implantares em

relacdo ao numero de amostras nos diferentes grupos experimentais.

4.1.3 Analise biomecanica

O grupo controle negativo GS (4.081 % 0.950) apresentou valores
significativamente maiores de torque de remogéo (N.cm) quando comparado com o
grupo controle positivo GZ (1.252 £ 0.044; P < 0.001), GB (2.096 + 0.884; P <
0.001), GBD (2.382 £ 0.756; P = 0.002) e GBDP (2.331 £ 0.472; P = 0.001), porém
sem diferenca estatistica para GDP (2.982 + 1.105; P = 0.091). Além disso, o grupo
GDP apresentou valores superiores de torque de remocado em relagao os grupos
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tratados com ZA, com diferenca estatistica para o grupo controle positivo GZ (P =
0.001) (Figura 14).

Analise biomecanica

>*

4 -

C—1Gs
s * - G
§ 3 Y GB

HHEH GBD
Sesssass GBDP
BN GDP

GS GZ GBD GBDP GDP

Grupos

FIGURA 14 Grafico representativo dos valores médios e desvio padrao de torque de
remocao (N.cm) nos diferentes grupos experimentais (P < 0.05, representado por ¥,

quando comparado com GS e #, quando comparado com GDP).

4.1.4 Caracterizagao topografica das superficies dos implantes removidos por

meio do torque de remogao

De forma geral, a MEV demonstrou maior quantidade de material biolégico
peri-implantar recobrindo as regides de sulcos das roscas dos implantes dentarios.
No entanto, o grupo controle negativo GS apresentou um recobrimento de forma
mais homogénea (Figuras 15A, 15B e 15C), o grupo controle positivo GZ apresentou
sobreposicao nas regides de sulcos e cristas (Figuras 16A, 16B e 16C), GB
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apresentou menor quantidade de material biolégico peri-implantar (Figuras 17A, 17B
e 17C) e os grupos GBD, GBDP e GDP apresentaram sobreposi¢cées de material
biolégico, principalmente nas regides de sulcos dos implantes dentarios (Figuras
18A, 18B, 18C, 19A, 19B, 19C, 20A, 20B e 20C).

A andlise de EDS detectou picos de C, O, P, Ca e Ti em todas as superficies
dos implantes removidos (Figuras 15D, 16D, 17D, 18D, 19D e 20D). No entanto,
notou-se a presenga do S nas superficies dos implantes dos grupos que receberam
aplicagao de ZA (Figuras 16D, 17D, 18D, 19D e 20D).

0- cai : P Caca Ti
OeV 5 keV 10 keV 15 keV 20 keV

FIGURA 15 Imagens representativas da caracterizagao topografica dos implantes
removidos por meio do torque de remog¢ao do grupo GS (A) MEV: 200x; (B) MEV:
500x; (C) MEV: 2000x e (D) EDS.
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FIGURA 16 Imagens representativas da caracterizagao topografica dos implantes
removidos por meio do torque de remog¢do do grupo GZ (A) MEV: 200x; (B) MEV:
500x; (C) MEV: 2000x e (D) EDS.

5 keV 10 keV 15 keV 20 keV

FIGURA 17 Imagens representativas da caracterizagao topografica dos implantes
removidos por meio do torque de remogao do grupo GB (A) MEV: 200x; (B) MEV:
500x; (C) MEV: 2000x e (D) EDS.
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FIGURA 18 Imagens representativas da caracterizagao topografica dos implantes
removidos por meio do torque de remogéo do grupo GBD (A) MEV: 200x; (B) MEV:
500x; (C) MEV: 2000x e (D) EDS.
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FIGURA 19 Imagens representativas da caracterizagao topografica dos implantes
removidos por meio do torque de remogao do grupo GBDP (A) MEV: 200x; (B) MEV:
500x; (C) MEV: 2000x e (D) EDS.
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OeVv 5 keV 10 keV 15 keV 20 keV

FIGURA 20 Imagens representativas da caracterizagao topografica dos implantes
removidos por meio do torque de remogéo do grupo GDP (A) MEV: 200x; (B) MEV:
500x; (C) MEV: 2000x e (D) EDS.

A partir do EDS, foi realizado a mensuragao semiquantitativa dos elementos
C, O, P, S, Ca e Ti presentes nas superficies dos implantes removidos para avaliar o

material biolégico peri-implantar (Figura 21).

e C (% em peso): os grupos controle negativo GS (35.831 + 10.083) e controle
positivo GZ (36.000 + 6.738) apresentaram valores significativamente maiores de C
quando comparado com GB (16.481 + 5.590; P < 0.001 e P < 0.001) e sem diferencga
estatisticas para os grupos GBD (26.425 + 9.255; P = 0.266 e P = 0.248), GBDP
(25.306 + 11.862; P = 0.164 e P = 0.152) e GDP (27.806 + 6.316; P = 0.437 e P =
0.414), respectivamente (Figura 21A).

e O (% em peso): foram observados valores semelhantes, sem diferencas
estatisticas entre os grupos (P = 0,092). O grupo controle negativo GS (46.281 *
1.490) apresentou maiores valores, seguido do grupo GDP (45.744 + 3.333), GBD
(44.763 = 1.920), GBDP (44.469 + 3.581), GB (44.383 + 5.676) e GZ (42.725 +
1.827) (Figura 21B).

e P (% em peso): o grupo controle negativo GS (1.431 £ 0.403) apresentou

valores significativamente superior quando comparado com o controle positivo GZ
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(0.506 + 0.215; P < 0.001), GB (0.388 + 0.116; P < 0.001), GBD (0.519 + 0.270; P <
0.001), GBDP (0.519 + 0.270; P < 0.001) e GDP (0.688 + 0.136; P < 0.001) (Figura
21C).

e S (% em peso): ndo foi encontrado no grupo controle negativo GS. No
entanto o grupo controle positivo GZ (0.525 + 0.175) apresentou valores superiores a
GS (P <0.001) e GB (0.171 £ 0.0749; P < 0.001). E os grupos GBD (0.306 + 0.182),
GBDP (0.269 + 0.128) e GDP (0.344 £ 0.124) apresentaram diferengas estatisticas
para GS (P < 0.001, P <0.001 e P <0.001) (Figura 21D).

e Ca (% em peso): GS (1.350 £ 0.797) apresentou valores significativamente
maiores quando comparado com GB (0.352 = 0.144; P = 0.002), GBD (0.431 +
0.271; P = 0.002), GBDP (0.488 £ 0.409; P = 0.002) e sem diferenga estatistica GZ
(0,456 + 0,172; P > 0.05) e GDP (0.656 + 0.184; P > 0.05) (Figura 21E).

e Ti (%): GB (38,219 = 11,349) apresentou valores superiores de Ti quando
comparado com GS (15.094 £ 9.668; P < 0,001) e GZ (19.813 = 7.107; P = 0.010).
No entanto, sem diferengas estéticas para GBD (27.550 £ 10.228; P = 0,309), GBDP
(28.900 £ 14.227; P = 0.458) e GDP (24.725 + 6.474; P = 0.107) (Figura 21F).
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FIGURA 21 Imagem representativa dos graficos de acordo com a analise
semiquantitativa dos elementos em peso (%) presentes nas superficies dos
implantes nos diferentes grupos experimentais (A) Carbono (P < 0.05, representado
por *, quando comparado com GS e A, quando comparado com GZ); (B) Oxigénio;
(C) Fosforo (P < 0.05, representado por *, quando comparado com GS); (D) Enxofre
(P < 0.05, representado por A, quando comparado com GZ; #, quando comparado
com GDP; o, quando comparado com GBD e ¢, quando comparado com GBDP); (E)
Calcio (P < 0.05, representado por *, quando comparado com GS) e (F) Titanio (P <

0.05, representado por o, quando comparado com GB).
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4.2 Cortes Mineralizados

4.2.1 Anadlise microtomografica (micro-CT)

e Porcentagem de volume ésseo (BV/TV): o grupo controle positivo GZ
(26.469 + 1.987) apresentou maior valor de BV/TV quando comparado com GS
(22.069 + 2.820; P = 0.022), GB (11.149 + 2.755; P < 0.001), GBD (9.971 £+ 3.284; P
< 0.001), GBDP (10.355 £ 2.643; P < 0.001) e GDP (17.253 + 2.247; P < 0.001).
Enquanto o grupo controle negativo GS apresentou valor significativamente maior
para GB (P < 0.001), GBD (P < 0.001), GBDP (P <0.001) e GDP (P = 0.009). E GDP
apresentou maiores valores do que GB (P < 0.001), GBD (P < 0.001) e GBDP (P <
0.001) (Figuras 22A e 23).

e Espessura trabecular (Tb.Th): GZ (0.211 + 0.021) apresentou valor
significativamente maior quando comparado com GB (0,158 + 0,014; P < 0.05), GBD
(0,142 + 0,019; P < 0.05) e GBDP (0,142 + 0,024; P < 0.05), porém sem diferenca
estatistica para GDP (0.171 £ 0,011; P > 0.05). Enquanto, GS (0,198 + 0,028)
apresentou diferenga estatistica para GBD (P < 0.05) e GBDP (P < 0.05) (Figuras
22B e 23).

e Numero trabecular (Tb.N): os grupos controle negativo GS (1.124 + 0.095) e
controle positivo GZ (1.256 + 0.061) apresentaram valores significativamente
maiores quando comparado com GB (P < 0.001, para ambos), GBD (P < 0.001, para
ambos), GBDP (P < 0.001, para ambos) e GDP (P = 0.043 e P < 0.001),
respectivamente. E foi observada diferenca estatistica entre GDP (0.969 + 0.057) e
os grupos GB (0.684 + 0.118; P < 0.001), GBD (0.687 + 0.141; P < 0.001) e GBDP
(0.726 £ 0.112; P < 0.001) (Figuras 22C e 23).

e Separagao trabecular (Tb.Sp): os grupos GB (1.475 + 0.061), GBD (1.487 +
0.047) e GBDP (1.517 £ 0.043) apresentaram valores significativamente maiores
quando comparado com GS (P < 0.001, P <0.001 e P <0.001), GZ (P <0.001, P <
0.001 e P <0.001) e GDP (P =0.012, P = 0.003 e P < 0.001). Enquanto GDP (1.398
1 0.032) demostrou diferenga estatistica para GS (1.196 + 0.043; P < 0.001) e GZ
(1.220 £ 0.025; P < 0.001). Nao houve diferencas significativas entre GS e GZ (P =
0.867) (Figuras 22D e 23).
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e Porcentagem de porosidade total (Po.(tot)): em contraste com o parametro
de BV/TV, os grupos GB (88.851 + 2.755), GBD (90.029 + 3.284) e GBDP (89.645 *
2.643) apresentaram maiores valores com diferenga estatistica para GS (P < 0.001,
P <0.001 e P <0.001), GZ (P <0.001, P <0.001 e P <0.001) e GDP (P <0.001, P
< 0.001 e P < 0.001). Enquanto GDP (82.747 + 2.247), apresentou valor
significativamente maior quando comparado com GS (77.931 + 2.820; P = 0.009) e
GZ (73.531 £ 1.987; P < 0.001). O grupo controle positivo GZ apresentou menor
valor de Po.(tot), com diferenca estatistica para GS (P = 0.022) (Figuras 22E e 23).
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FIGURA 22 Imagem representativa dos graficos de acordo com os parametros
microtomograficos da microarquitetura 6ssea peri-implantar nos diferentes grupos
experimentais (A) Porcentagem de volume ésseo (BV/TV) (P < 0.05, representado
por *, quando comparado com GS; A, quando comparado com GZ e #, quando
comparado com GDP); (B) Espessura trabecular (Tb.Th) (P < 0.05, representado por
*, quando comparado com GS e A, quando comparado com GZ); (C) Numero
trabecular (Tb.N) (P < 0.05, representado por *, quando comparado com GS; A,

quando comparado com GZ e #, quando comparado com GDP); (D) Separacgéao
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trabecular (Tb.Sp) (P < 0.05, representado por #, quando comparado com GDP; o,
quando comparado com GB; ©, quando comparado com GBD e -+, quando
comparado com GBDP) e (E) Porcentagem de porosidade total (Po.(tot)) (P < 0.05,
representado por *, quando comparado com GS; #, quando comparado com GDP; o,
quando comparado com GB; ©, quando comparado com GBD e -+, quando

comparado com GBDP).

FIGURA 23 Imagens representativas das reconstrugcbes em 3D de todos os grupos

experimentais por meio do software CTvox — Bruker (SkyScan, Verséo 2.7.).

4.2.2 Microscopia confocal a laser

* Dinamica éssea: O grupo GZ apresentou maior valor de calceina (51.796 +
4.656) quando comparado com GS (42.855 + 3.027; P < 0.001), GB (38.292 + 4.318;
P < 0.001), GBDP (40.092 + 5.414; P < 0.001) e GDP (43.114 £ 6.727; P = 0.001),
porém sem diferenca estatistica para GBD (48.461 £ 4.943; P = 0.604). E GBD
apresentou valor significativo maior de calceina quando comparado com GB (P <
0.001) e GBDP (P = 0.002) (Figura 24).

Enquanto GS (51.035 = 3.498) apresentou valor significativamente maior de
vermelho de alizarina quando comparado com GZ (44.333 + 2.464; P = 0.023), GB
(22.144 + 3.040; P < 0.001), GBD (23.993 £ 3.026; P < 0.001), GBDP (24.484 +
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3.267; P < 0.001) e GDP (26.526 + 3.736; P < 0.001). O grupo GZ apresentou maior
valor de vermelho de alizarina quando comparado com GB (P < 0,001), GBD (P <
0,001), GBDP (P < 0,001) e GDP (P < 0,001) (Figura 24).

Foi observado também maiores valores de calceina para GZ (P = 0.028), GB (P
< 0.001), GBD (P < 0.001) e GBDP (P < 0.001) em relagdo ao vermelho de alizarina.
E apenas o grupo GS demonstrou valor significativamente maior de vermelho de
alizarina em relagdo a calceina (P = 0.010), apresentando maior dindmica Ossea
(Figura 24).
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FIGURA 24 Grafico representativo dos dados histométricos medidos na interface
0sso e implante dos fluorocromos calceina e vermelho de alizarina nos diferentes
grupos experimentais (P < 0.05, representado por *, quando comparado com GS e
8, quando comparado com GZ em relagdo ao fluorocromo vermelho de alizarina; <,
quando comparado com GZ e O, quando comparado com GBD em relacdo ao
fluorocromo calceina; vV, quando comparado a precipitagdo do fluorocromo calceina

em relagdo ao vermelho de alizarina dentro do mesmo grupo e &, quando
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comparado a precipitagdo do fluorocromo vermelho de alizarina em relagdo a

calceina dentro do mesmo grupo).

* Taxa de aposi¢cao mineral (MAR): O grupo GS (18.484 + 0.426) apresentou
valor significativamente maior de MAR diaria quando comparado com os grupos GZ
(8.005 £ 0.831; P < 0.001), GB (9.527 + 0.686; P < 0.001), GBD (8.588 + 0.686; P <
0.001), GBDP (10.705 + 0.592; P < 0.001) e GDP (11.769 = 0.581; P < 0.001)
(Figura 25). E apesar do grupo GDP néo ter apresentado dindmica 6ssea favoravel,
foi possivel observar que houve uma maior MAR diaria, com diferenga estatistica
quando comparado com GZ (P < 0.001), GB (P < 0.001), GBD (P < 0.001), GBDP (P
= 0.023) (Figura 25). Além disso, GBDP foi significativamente maior a GZ (P <
0.001), GB (P = 0.009) e GBD (P < 0.001) (Figura 25). E GB demonstrou MAR
superior ao GZ (P < 0.001) (Figura 25). A representagdo do turnover ésseo peri-

implantar pode ser observada na Figura 26.
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FIGURA 25 Grafico representativo da taxa de aposicado mineral (um/dia) calculada

através das imagens de fluorocromos (calceina e vermelho de alizarina) nos

diferentes grupos experimentais (P < 0.05, representado por *, quando comparado

com GS; # quando comparado com GDP; o, quando comparado com GB e -,

quando comparado com GBDP).
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FIGURA 26 Imagem representativa do turnover ésseo peri-implantar calculada
através das imagens de fluorocromos nos diferentes grupos experimentais (A)
Calceina; (B) Vermelho de alizarina; (C) Sobreposi¢cao dos fluorocromos (Aumento

de 10x com barra de escala: 200 um).
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4.2.3 Analise histométrica

* Extensao linear de contato osso e implante (ELCOI): O grupo GS (50.864
t+ 5.079) apresentou valore significativamente maior de porcentagem de ELCOI
quando comparado com GZ (15.566 + 3.050; P < 0.001), GB (17.977 + 2.917; P <
0.001), GBD (20.010 £ 3.892; P < 0.001), GBDP (18.150 + 1.345; P < 0.001) e GDP
(28.719 = 3.260; P < 0.001). E entre as terapias alveolares de animais tratados com
ZA, o grupo GDP, demonstrou porcentagem de ELCOI superior aos grupos GZ (P <
0.001), GB (P < 0.001), GBD (P <0.001) e GBDP (P < 0.001) (Figuras 27 e 29).
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FIGURA 27 Grafico representativo da extensdo linear de contato osso e implante
(%) nos diferentes grupos experimentais (P < 0.05, representado por *, quando

comparado com GS e #, quando comparado com GDP).

« Area o6ssea (AO): O grupo GZ (51.336 + 4.713) apresentou maior
porcentagem de AO, seguido do grupo GS (51.037 = 3.401). Ambos 0s grupos
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demonstraram valores superiores de AO% quando comparado com GB (22.228 +
2.053; P < 0.001); GBD (21.240 + 1.169; P < 0.001) e GBDP (19.640 + 1.830; P <
0.001), porem sem diferengas estatisticas para GDP (26.834 + 0.993; P > 0.05)
(Figuras 28 e 29).
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FIGURA 28 Grafico representativo da area ossea (%) presente na regiao peri-

implantar nos diferentes grupos experimentais (P < 0.05, representado por *, quando

comparado com GS; A, quando comparado com GZ e #, quando comparado com

GDP).



FIGURA 29 Imagens representativas dos cortes mineralizados corados com azul de
Stevenel e fucsina acida nos diferentes grupos experimentais (Aumento de 20x com

barra de escala: 100 um).
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4.3 Cortes Desmineralizados

4.3.1 Analise histologica qualitativa

Apoés coloragdo com H&E, o grupo controle negativo GS demonstrou
manutengdo dos aspectos histologicos do tecido o&sseo peri-implantar com
preservagao celular e das estruturas das espiras do implante (Figura 30A), bem
como a presenga de tecido 6sseo vital (Figura 30B). Enquanto o grupo controle
positivo GZ exibiu areas com infiltrado inflamatério (Figura 30A) e osteonecrose com
formacgao de sequestro 6sseo proximo a regido da interface osso e implante (Figura
30B). E nas regides adjacentes, foi possivel encontrar lacunas preenchidas por

ostedcitos, representando areas com tecido osso vital (Figuras 30A e 30B).

Os grupos GB e GBD apresentaram grandes areas com lacunas vazias,
caracterizando um tecido 6sseo necrotico com perda de ostedcitos nas regides peri-
implantar e adjacente (Figuras 30A e 30B). E apesar da presencga de tecido 6sseo
vital nos grupos GBDP e GDP (Figura 30B), os ostedcitos apresentaram alteragdes
morfolégicas e essa vitalidade O6ssea demonstrou-se comprometida na interface
osso e implante. Além disso, GBDP apresentou osteonecrose com formacéo de
sequestro 6sseo cercado por infiltrado inflamatério (Figura 30B). Enquanto, GDP
demonstrou apenas a presenga de infiltrado inflamatdrio (Figura 30B), sendo a
terapia com melhores achados histolégicos peri-implantares dos grupos tratados

com ZA.
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FIGURA 30 Imagens representativas dos aspectos histolégicos peri-implantares
coradas com H&E nos diferentes grupos experimentais (A) Aumento de 20x (barra
de escala: 100 um) e (B) aumento de 40x (barra de escala: 50 um) (Representadas
por setas azuis, osteocitos; setas brancas, lacunas vazias; setas pretas,
osteonecrose com formagdo de sequestro 6sseo e setas amarelas, infiltrado

inflamatério).
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4.3.2 Anadlise imunoistoquimica

e Osteocalcina (OCN): marcacao bastante discreta (escores 0-1) para GS e
discreta a moderada (escores 1-2) para GBD e GDP. Enquanto os grupos GZ, GB e

GBDP apresentaram marcag¢des moderadas (escore 2) (Tabela 1 e Figura 31).

e Osteopontina (OPN): marcacdo bastante discreta (escores 0-1) para os
grupos GS e GB, imunomarcagao discreta (escore 1) para GZ e GDP. E os grupos
GBD e GBDP apresentaram marcagdes discretas a moderadas (escores 1-2)
(Tabela 1 e Figura 31).

e Ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa (RANKL): apresentou
marcacao bastante discreta para GB e GBDP (escores 0-1), marcagao discreta para
GS, GBD e GDP (escore 1). Enquanto o grupo GZ foi discreta a moderada (escores
1-2) (Tabela 1 e Figura 31).

o Fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP): marcagdo modera (escore
2) no grupo GBDP e imunomarcacao ausente (escore 0) para GS, GZ, GB, GBD e
GDP (Tabela 1 e Figura 31).

TABELA 1 Escores representativos das imunomarcagdes para as proteinas OCN,
OPN, RANKL e TRAP nos diferentes grupos experimentais (Marcagdo ausente,

escore “0”; discreta, escore “1”; moderada escore “2”; intensa escore “3”).

Soov o | wawa | T
0-1 0-1 1 0

GS

GZ 2 1 1-2 0
GB 2 0-1 0-1 0
GBD 1-2 1-2 1 0
GBDP 2 1-2 0-1 2
GDP 1-2 1 1 0
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FIGURA 31 Imagens representativas das imunomarcagdes para OCN, OPN, RANKL
e TRAP nos diferentes grupos experimentais em aumento de 20x (Representadas
por setas azuis, OCN; setas amarelas, OPN; setas verdes, RANKL e setas pretas,
TRAP. Barra de escala: 100 um).
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5 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que ZA induziu o desenvolvimento da MRONJ
(Figura 10) e MRONUJ peri-implantar (Figura 12). De forma geral, as terapias prévias
com biomaterial, isolada ou associadas, ndo favoreceram o reparo 0sseo peri-
implantar de ratos tratados com ZA (Figuras 30A 30B). No entanto, a associagéo da
doxiciclina com a aPDT apresentou melhor comportamento mecéanico e biolégico do
tecido 6sseo peri-implantar de implantes instalados em alvéolo reparacional de ratos
tratados com ZA, referente as analises dos aspectos clinicos peri-implantares
(Figuras 12F e 13), biomecanica (Figura 14), MEV-EDS (Figuras 20 e 21), micro-CT
(Figuras 22 e 23), MAR (Figuras 25 e 26), ELCOI% (Figuras 27 e 29) e AO%
(Figuras 28 e 29), histoldgica (Figuras 30A e 30B) e imunoistoquimica (Tabela 1 e
Figura 31).

O modelo experimental deste estudo foi fundamentado na tentativa de
mimetizar as condi¢cbes e situagdes clinicas encontradas nas areas de cirurgia e
implantodontia, por estar cada vez mais comum o aparecimento de pacientes idosos
que fazem uso continuo de BP e que necessitam de exodontias e ou de instalagdes
de implantes dentarios (Jacobsen, Metzler, Rdssle, Obwegeser, Zemann, Gratz,
2013; Kwon, Jo, Kim, Ohe, 2023; Moreno-Rabié, Fontenele, Oliveira-Santos,
Nogueira-Reis, Van den Wyngaert, Jacobs, 2024; Pazianas et al., 2007; Saldanha,
Shenoy, Eachampati, Uppal, 2012). Outra possibilidade de metodologia seria realizar
essa investigacdo em ratas ovariectomizadas, para possivel reprodugcdo de
mulheres osteoporéticas (Dikicier, Dikicier, Karacayli, Erguder, 2017; Hao et al.,
2015; Turker, Aslan, Cirpar, Kochai, Tulmag, Balci, 2016), no entanto optou-se por
ratos machos, em razdo de prosseguir com o modelo experimental do grupo de
pesquisa que apresentou bons resultados na prevencao e tratamento da MRONJ
(Hadad et al., 2022; Pereira-Silva et al., 2024).

Embora existam diversos trabalhos em modelo animal, nos quais realizam a
exodontia, prevengao e ou tratamento da MRONJ (Aguirre, Castillo, Kimmel, 2021;
Ervolino et al., 2019; Hadad et al., 2022; Jamalpour et al., 2022; Pereira-Silva et al.,
2024; Silva et al., 2022; Toro et al., 2019), poucos estudos sao encontrados
referentes as exodontias com instalagdes de implantes, e os que existem sdo em

regido de maxila (Davison et al., 2020; Huja et al., 2011; Khojasteh, Dehghan,
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Nazeman, 2019; Kim et al., 2013; Kniha et al., 2021; Souza et al., 2024) e nenhum
trabalho foi encontrado na regido de mandibula de rato, tornando este modelo
experimental de certa forma inédito. Além disso, estudo in vivo, sdo geralmente
realizadas em regides de fémures ou de tibias de animais para avaliar os
parametros de osseointegracdo (Bondarenko et al., 2021; Du, Chen, Yan, Xiao,
2009; Mulinari-Santos et al., 2023; Pearce, Richards, Schneider, Pearce, 2007; Poli
et al., 2022; Queiroz et al., 2013; Souza et al., 2013), mas pelo fato de existir
diferengas na origem embrioldgica e nos processos de ossificagdo dos 0ssos longos
em comparagao com o desenvolvimento craniofacial (Helms & Schneider, 2003;
Mackie, Tatarczuch, Mirams, 2011; Olsen, Reginato, Wang, 2000), este estudo
priorizou a regido mandibular para evitar essas diferencas e principalmente por ser o
local de maior incidéncia da MRONJ (Ruggiero et al., 2009; Ruggiero et al., 2014;
Ruggiero et al., 2022).

As doses de ZA administradas neste modelo experimental, consideradas
fisiologicas (70 pg/kg/més) (Hadad, Matheus, Pai, Souza, Guastaldi, 2024),
induziram o desenvolvimento da MRONJ, uma vez os aspectos clinicos dos alvéolos
reparacionais de ratos tratados com ZA apresentaram tecido 6sseo exposto (Figura
10) e os aspectos peri-implantares demonstraram uma piora clinica com presenca
de inflamacéo e ou infecgéo, além da presenga de exposi¢cdes 6sseas nos grupos
que receberam aplicagbes continuas de ZA (Figura 12). De forma geral, o grupo
controle positivo GZ mostrou maior nimero de amostras para grau 4 (Figuras 10B,
11, 12B e 13), fato este encontrado em outros estudos (Davison et al., 2020; Kim, Ki,
Lee, Kim, Park, 2013; Kniha et al., 2021). Diferentemente do grupo controle negativo
GS que exibiu maior quantidade de amostras para grau 0 e 1 (Figuras 10A,11, 12A e
13). E quando analisado apenas os grupos tratados com ZA, o grupo GDP
apresentou melhores resultados para os aspectos clinicos dos alvéolos

reparacionais (Figura 10F e 11) e peri-implantares (Figura 12F e 13).

A analise biomecanica realizada por meio do torque de remocéao, teve como
objetivo avaliar a osseointegragdo, mesmo que de forma indireta (Gehrke, Aramburu
Jr, Treichel, Dedavid, 2022; Mulinari-Santos et al., 2023; Poli et al., 2022; Queiroz et
al., 2013; Souza et al., 2013) dos implantes instalados nos alvéolos reparacionais. O
grupo controle negativo GS apresentou valor significativamente maior de torque de
remogao quando comparado com GZ (P < 0.001), GB (P < 0.001), GBD (P = 0.002)
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e GBDP (P = 0.001), porém sem diferencga estatistica para GDP (P = 0.091) (Figura
14). E quando comparado os grupos que receberam aplicacdo de ZA, GDP
apresentou valor significativamente maior de torque de remogéao em relagado a GZ (P
= 0.001), porém sem diferenga estatisticas para GB (P = 0,259), GBD (P = 0,673) e
GBDP (P = 0,593) (Figura 14), sugerindo ser a terapia alveolar com melhor

embricamento mecanico e osseointegragao.

A matriz 6ssea € formada por uma parte organica (fibras colagenas,
proteoglicanos e glicoproteinas) e outra parte inorganica que corresponde cerca de
50% do peso da matriz é6ssea (Boskey & Posner, 1984; Buckwalter & Cooper, 1987;
De Baat, Heijboer, De Baat, 2005). Entre os elementos inorganicos existentes, o
fosfato (combinacdo do P com O) e Ca sdo os mais abundantes e responsaveis por
formam estruturas de hidroxiapatita ao longo das fibras colagenas conferindo
resisténcia e rigidez ao tecido 6sseo (Grabowski, 2015; Murshed, 2018; Sarko,
2005). Assim, os valores obtidos na andlise biomecanica corroboram com os
resultados encontrados na MEV-EDS dos implantes removidos por meio do contra-
torque, uma vez que o grupo GDP apresentou caracteristicas semelhantes ao grupo
controle negativo GS na MEV com distribuicdo mais homogénea de material
bioldgico peri-implantar nas superficies dos implantes (Figuras 15 e 20) e embora
nao tenha sido encontrado diferenga estatistica (P > 0.05) para o EDS em relagao
aos elementos P (0.688 + 0.136) e Ca (0.656 + 0.184), maiores picos foram
detectados para GDP quando comparado aos demais grupos tratados com ZA
(Figuras 21C e 21E), sugerindo a presenca de um material biolégico peri-implantar
mais mineralizado e consequentemente com maior valor biomecanico. Além disso,
foram detectados picos de elementos néo prejudiciais como C, Ti e O resultantes da
composi¢cao quimica do implante e do material bioldgico peri-implantar (Figuras 21A,
21B e 21F). E foi observado a presencga de picos de S em todos os grupos tratados
com ZA, principalmente para o grupo GZ (Figuras 21D). Artigos relatam que a
deteccdo de S pode estar relacionada com a presenga de bactérias e processos
inflamatoérios na peri-implantite (Guler et al., 2021; Ha et al., 2023; Sedghizadeh,
Kumar, Gorur, Schaudinn, Shuler, Costerton, 2009; Stegre & Olsen 2005).

Sabe-se que ZA é um BP que atua na inibicdo das atividades dos
osteoclastos e consequentemente afeta a remodelagcao dssea (Cremers et al., 2019;
Guyatt et al., 2002; Rogers, Crockett, Coxon, Monkkdnen, 2011; Ruggiero & Drew,
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2007; Sigua-Rodriguez et al., 2014). Além disso, este medicamento apresenta efeito
antiangiogénico (Badel, Keros, Krapac, Pavicin, 2010; He, Sun, Liu, Qiu, Niu, 2020;
Kuroshima, Al-Omari, Sasaki, Sawase, 2022), causando uma diminuicdo da
vascularizagdo do tecido 6sseo e tornando susceptivel ao desenvolvimento da
MRONJ (Lang et al., 2016; Santini et al., 2003; Soma et al., 2021; Ziebart et al.,
2011). Assim, acredita-se que a inibicdo das atividades dos osteoclatos provocada
pelo ZA, tenha proporcionado a formagao de um tecido 6sseo peri-implantar mais
denso com aumento da espessura e diminuicdo do espaco trabecular. Fato este
encontrado na literatura (Kniha et al., 2021) e no presente estudo para os
parametros microtomograficos peri-implantares, em que o grupo controle positivo GZ
(26.469 £ 1.987) apresentou valor significativamente maior de % BV/TV (Figura 22A)
e valor significativamente menor de % Po.(tot) (73.531 + 1.987) (Figura 22E) quando
comparados com os demais grupos. E de modo geral, GDP apresentou maiores
valores de % BV/TV (17.253 + 2.24), Tb.N (0.969 + 0.057) e Tb.Th (0.171 £ 0,011),
bem como menores valores para Tb.Sp (1.398 £ 0.032) e % Po.(tot) (82.747 + 2.247)
quando comparado com GB, GBD e GBDP (Figura 22).

Os dados encontrados referente a precipitacdo de calcio na matriz 6ssea
organica indicada pelos fluorocromos calceina (osso antigo) e vermelho de alizarina
(osso novo) (Figura 24) (Faverani et al., 2018; Gomes-Ferreira, de Oliveira, Frigério,
de Souza Batista, Grandfield, Okamoto, 2022), sugerem que o ZA prejudicou o
processo de formagéo 6ssea peri-implantar, visto que todos os grupos tratados com
ZA apresentaram valores significativamente maiores de calceina (osso antigo)
quando comparado com o vermelho de alizarina (osso novo) (Figuras 24 e 26).
Embora os grupos tratados com ZA n&o tenham apresentado um turnover ésseo
peri-implantar favoravel, os grupos GB, GBD, GBDP e GDP demonstraram valores
significativamente maiores de MAR diaria quando comparado com GZ, sendo que o
grupo GDP sugeriu ser a terapia com maior valor de MAR diaria peri-implantar
(Figuras 25 e 26).

Os dados histométricos referente a ELCOI apoiam ainda mais a analise
biomecanica, visto que o grupo GDP apresentou valor significativamente maior de
ELCOI% (Figuras 27 e 29) e contra-torque (Figura 14) quando comparado com 0s
demais grupos tratados com ZA, demonstrando que a associagao da doxiciclina e

aPDT apresentou melhor processo de osseointegracdo (Buser, Schenk,
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Steinemann, Fiorellini, Fox, Stich, 1991; Santos et al., 2024). E a mensurag¢ao de
AQ% presente na regido peri-implantar mostrou-se semelhante aos resultados
obtidos na analise microtomografica para volume 6sseo, com maior presenga de
tecido ésseo peri-implantar no grupo GZ (Figuras 28 e 29) quando comparado com
os demais grupos. Além disso, GDP apresentou maior AO% quando comparado
com GB, GBD e GBDP, dados esses encontrados na micro-CT (Figura 22A),
reforcando que a inibicdo das atividades dos osteoclatos provocada pelo ZA
(Cremers et al., 2019; Guyatt et al., 2002; Rogers et al., 2011; Ruggiero & Drew,
2007; Sigua-Rodriguez et al., 2014), tenha proporcionado a formag¢ado de um tecido

0sseo peri-implantar mais denso.

Outro fato que merece atencdo é a acao do ZA nos osteoblastos, uma vez
que trabalhos in vitro demonstraram que o ZA pode apresentar toxicidade na
linhagem de células osteoblasticas (Basso, Turrioni, Hebling, Costa, 2013; Hadad,
Matheus, Chen, Jounaidi, Souza, Guastaldi, 2023; Patntirapong, Singhatanadgit,
Chanruangvanit, Lavanrattanakul, Satravaha, 2012; Pozzi et al., 2009). Assim,
considera-se que os efeitos do ZA associados aos procedimentos cirurgicos
invasivos, a intensidade e permanéncia da inflamagado podem causar a morte por
apoptose dos osteoblastos e consequentemente a necrose do tecido 6sseo (Basso
et al., 2013; Hadad et al., 2024; Huang et al., 2016; Morita et al., 2017; Soma et al.,
2021), caracteristicas essas encontradas na analise histolégica em que os grupos
GB e GBD apresentaram grandes areas de tecido 6sseo ndo vital com a presenga
de infiltrado inflamataério (Figuras 30A e 30B).

Todos os grupos tratados com ZA exibiram infiltrado inflamatério peri-
implantar (Figuras 30A e 30B), reforcando os resultados do EDS para picos de S
detectados (Figura 21D), bem como a presencga de microfissuras nao reparadas no
tecido 6sseo peri-implantar (Figuras 30A e 30B), achados histolégicos que podem
estar associados a MRONJ (Hoefert, Schmitz, Tannapfel, Eufinger, 2010; Kim et al.,
2016). Embora os grupos GBDP e GDP tenham apresentado tecido 6sseo vital, os
ostedcitos apresentaram alteragdes morfoldgicas, e ainda o grupo GBDP apresentou
osteonecrose com formacgao de sequestro 6sseo cercado por infiltrado inflamatorio
(Figuras 30A e 30B), enquanto GDP apresentou apenas infiltrado inflamatério
(Figuras 30A e 30B).
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Considerando o processo de maturagao do tecido 6sseo com os resultados
obtidos na imunoistoquimica, a osteocalcina € considerada uma proteina marcadora
de mineralizacdo Ossea, representando o ultimo estagio de maturagdo dos
osteoblastos e osteopontina € responsavel por marcar osteoblastos maduros no
inicio da atividade de mineralizagao (Oliveira et al., 2017). De forma geral, os grupos
tratados com ZA apresentaram escores de discreto a moderado para osteocalcina e
osteopontina, com excegdo do grupo GB que demonstrou marcagdo para
osteopontina ausente a discreto (Tabela 1 e Figura 31). E importante ressaltar que
apesar do grupo GZ ter apresentado escore moderado para OCN, notou-se um
tecido 6sseo peri-implantar morfologicamente alterado e desorganizado (Tabela 1 e
Figura 31). Além disso, apresentou maior escore de marcagéao para RANKL (Tabela
1 e Figura 31), demonstrando uma maior ativacdo de células osteoclasticas
responsaveis pelo processo de reabsorgcao 6ssea. O grupo GBDP, foi o Unico grupo
que apresentou atividades osteoclasticas com imunomarcagao discreta a moderada
para TRAP (Hassumi et al., 2018), enquanto os demais grupos apresentaram
auséncia de marcagao para TRAP (Tabela 1 e Figura 31). De certa forma os grupos
GS e GDP apresentaram marcagdes semelhantes para as OCN, OPN, RANKL e
TRAP, sugerindo que a associagcdo da doxiciclina com a aPDT regularam as

expressoes destas proteinas no tecido dsseo peri-implantar (Tabela 1).

Embora os biomateriais ceramicos a base de p-fosfato tricalcio (3-TCP) sejam
biocompativeis, bioativos e osteocondutores (Bodde, Wolke, Kowalski, Jansen,
2007; Puttini et al., 2019; Schmidt et al., 2019; Su et al., 2020; Yuan et al., 2010),
além de apresentarem bons resultados na prevencdo da MRONJ (Funayama et al.,
2023; Hadad et al., 2022; Paulo et al., 2019). Entende-se que para este modelo
experimental o uso do biomaterial B-TCP isolado ou associado nos alvéolos
reparacionais de ratos tratados com ZA ndo apresentaram resultados favoraveis
para o reparo 0sseo peri-implantar, visto que na anadlise histolégica qualitativa os
grupos GB e GBD demonstraram grandes areas com auséncia de vitalidade 6ssea
peri-implantar e grupo GBDP apresentou ostedcitos alteragdes morfoldgicas e
formacao de sequestro 6sseo cercado por infiltrado inflamatério. Acredita-se que
esses resultados possam estar atrelados os traumas decorrentes das exodontias e
da instalagdo do implante com o atraso do reparo 6sseo alveolar, causado pelo

biomaterial (Araujo, Linder, Wennstrom, Lindhe, 2008; Calixto, Tedfilo, Brentegani,
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Lamano-Carvalho, 2007; Carmagnola, Adriaens, Berglundh, 2003; Hong, Lee, Pang,
Jung, Choi, Kim, 2014; Stavropoulos, Kostopoulos, Nyengaard, Karring, 2003),
prejudicando o reparo 6sseo e promovendo o desenvolvimento da MRONJ peri-

implantar de ratos tratados com ZA.

Portanto, os resultados do presente estudo apoiam que a agao antimicrobiana
da aPDT pareceu reduzir cargas bacterianas patogénicas e promoveu um melhor
reparo do tecido ésseo peri-implantar (Abduljabbar, 2017; Rastelli, 2021; Ervolino et
al., 2019; Gholami, Shahabi, Jazaeri, Hadilou, Fekrazad, 2023; Rahman, Acharya,
Siddiqui, Verron, Badran, 2022; Silva et al., 2022; Zhao, Song, Ping, Li, 2022), e
quando associada a antibioticoterapia com doxiciclina, antibidtico pertencente a
familia das tetraciclinas de segunda geragdo, proporcionou uma maior agao
antimicrobiana local e anti-inflamatéria (Blchter, Meyer, Kruse-Losler, Joos,
Kleinheinz, 2004; Madi, Pavlic, Samy, Alagl, 2018; Nastri, Rosa, Gregorio, Grassia,
Donnarumma, 2019; Passarelli et al., 2021; Tan, Safii, Razali, 2019) favorecendo um
melhor reparo 6sseo peri-implantar. Assim, a associagdo de ambos os tratamentos
alveolares locais demonstrou resultados promissores e sugere ser uma boa opgao
de terapia coadjuvante na prevengcao de MRONJ peri-implantar em alvéolo

reparacional de ratos tratados com ZA.

No entanto, foi observado a presenca de tecido ésseo com microfissuras e
infiltrado inflamatério peri-implantar no grupo GDP (Figuras 30A e 30B). Quando
buscamos a literatura, encontramos a suposta correlacdo do desenvolvimento da
MRONJ peri-implantar com a peri-implantite (Kwon et al., 2014; Pichardo et al.,
2020; Seki et al., 2021; Tempesta et al., 2022; Troeltzsch et al., 2016), causada
principalmente por bactérias e influenciada por fatores locais e sistémicos que
afetam os tecidos peri-implantares, com inflamacao local e perda 6ssea podendo
levar a perda do implante (Lang, Salvi, Sculean, 2019; Romandini, Lima, Pedrinaci,
Araoz, Soldini, Sanz, 2021; Schwarz, Derks, Monje, Wang, 2018; Sgolastra,
Petrucci, Severino, Gatto, Monaco, 2015), resultados esses encontrados no presente
estudo, sugerindo que a inflamagéo peri-implantar presente no grupo GDP pode
levar o desenvolvimento da MRONJ peri-implantar e consequentemente a perda do
implante. Assim, estudos futuros sao necessarios para determinar o intervalo ideal
de aplicacbes de aPDT e doxiciclina, a fim de definir protocolos mais refinados em

termos de dose, padrao e frequéncia de aplicagdes das terapias e assim extrapolar
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para as situagdes clinicas de pacientes com histérico de uso continuo de BP e que

necessitam da instalagao de implante dentario.

Além disso, durante a execugdo deste estudo foram encontrados alguns
desafios referentes a limitagdo do campo operatério, a macrogeometria referente ao
tamanho e formato do corpo do implante, reabsor¢des alveolares pds-exoddnticas, a
nao realizacdo de continuas aplicagbes de aPDT, a ndo higienizagdo bucal dos
animais, auséncia de cargas mastigatérias e a realizagcdo de duas etapas cirurgicas
aumentando as chances do desenvolvimento da MRONJ e reabsor¢des Osseas peri-
implantares. Portanto, dentro das limitagcbes e dificuldades encontradas neste
modelo experimental, novas adaptacées metodologicas devem ser realizadas para
ratificar e elucidar melhor os mecanismos fisiopatologicos envolvidos no MRONJ e
implantes dentarios de ratos tratados com ZA, possibilitando a melhor compreenséao

das alteragdes em niveis celulares e teciduais peri-implantares.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que o ZA induziu a MRONJ e a instalagdo do implante prejudicou o
reparo 0sseo peri-implantar, aumentando o processo inflamatério e a presenga de
tecido 6sseo ndo vital, tornando essa condicdo um fator de risco para o

desenvolvimento da MRONJ peri-implantar.

Entre as terapias alveolares, a associagdo da doxiciclina com aPDT
proporcionou melhor comportamento mecanico e biolégico do tecido désseo peri-
implantar de implantes instalados em alvéolo reparacional de ratos tratados com ZA,
sugerindo ser uma terapia coadjuvante com resultados promissores para 0 nao

desenvolvimento da MRONJ peri-implantar.
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