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Goncalves FC. Influéncia do alendronato e ranelato de estroncio na reparacédo de
alvéolos pos extracao e progressao/tratamento da periodontite: estudo em ratos. [tese
de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

RESUMO

O objetivo foi avaliar o efeito preventivo da administracdo do
Ranelato de Estroncio sobre o processo de osteonecrose induzida por
bisfosfonatos, e o efeito do alendronato e estréncio na modulacdo da doenca
periodontal experimental. Na avaliagdo da influéncia do estroncio na
osteonecrose induzida por bisfosfonato, foram utilizados 60 ratos, divididos em
6 grupos: Grupo CTR —administracdo de soro fisioldgico diaria por 60 dias,
posteriormente foi realizada cirurgia para extracdo dos primeiros molares
inferiores, e continuacdo da aplicacdo de soro por mais 30 dias; Grupo ALN —
administracdo alendronato de sédio (1 mg/kg/dia) durante 60 dias antes da
extracdo dentaria e a mesma foi continuada por 30 dias; Grupo ALN/S —
administracdo de alendronato por 60 dias e feita a extracdo, continuacao de soro
por 30 dias; Grupo ALN/STR —alendronato durante 60 dias e posteriormente foi
interrompida a sua administracdo por 30 dias previamente a extracdo. Em
seguida a extragdo, foi administrado o ranelato de estroncio por 30 dias (625
mg/kg/dia); Grupo ALN/S60- alendronato foi administrado por 60 dias e sua
administracdo interrompida por 30 dias até o momento da extracdo.
Posteriormente, foi administrado soro por mais 30 dias apds a cirurgia.; Grupo
ALN/STR 60 — administracdo alendronato por 60 dias, ap0s esse periodo a
administracdo do alendronato foi interrompida e iniciado o ranelato de estréncio,
por 30 dias. Apds esse periodo os dentes foram extraidos e a aplicacdo do
ranelato de estréncio foi continuada por mais 30 dias. Foram realizadas analises
microtomografica, analises histologica/estereométrica e histolégicas. Os
resultados mostraram uma melhora nos efeitos colaterais da osteonecrose por
bisfosfonatos nos grupos em que foram administrados estrdncio, mesmo na
presenca de tecido necrético ocorreu a formacao da matriz de tecido 6sseo na
porcdo basal dos alvéolos. Para avaliar a progressao da doenca periodontal
foram utilizados 21 ratos, divididos em 3 grupos: Grupo CTR — administracao de
soro fisioldgico subcutanea diariamente; Grupo ALD - administracdo de
alendronato de sédio (1 mg/kg/dia); Grupo STR — administracdo de ranelato de
estroncio (625 mg/kg/dia. Em todos os grupos os medicamentos foram
administrados durante 60 dias, sendo que apds 45 dias de inicio da
administragcdo foram colocadas ligaduras nos segundos molares superiores.
Para avaliar a influéncia desses medicamentos no tratamento da doenca
periodontal foram utilizados 42 animais que foram divididos em 3 grupos, cada
grupo com 2 sub-grupos cada (7 animais em cada sub-grupo; n=14
ligaduras/sub-grupo) de acordo com o seguinte protocolo: 1) Controle (CTR),
inducdo da doenca periodontal e administracéo de soro fisiologico 1 mg/kg/dia
até o momento da eutandsia. 2) Alendronato (ALD), inducdo da DP por 15 dias,
juntamente com a administracdo diaria bisfosfonato 1 mg/kg/dia até o momento
da eutanasia. 3) Estréncio (STR), indugdo da DP e administracdo diaria de
Ranelato de Estroncio aplicado 625 mg/kg/dia por gavagem até o momento da
eutanasia. Cada grupo teve 2 sub-grupos onde o subgrupo RR recebeu
tratamento periodontal apds a inducao da DP e o subgrupo NR os animais nédo
receberam nenhum tipo de tratamento. Os animais foram eutanasiados nos



periodos de 7, 15 e 30 dias. Em ambos os estudos foram realizadas analises
microtomografica, histoldgica, histométrica, estereométrica. Foi observado que
0s medicamentos ndo impediram o aparecimento da doenca periodontal. O ALN
foi capaz de minimizar a perda 6ssea alveolar, porém nas regides interproximais
tinham pequenas areas de tecido necrotico, jA os animais tratados com STR
continham uma maior area de tecido de reparacéo, matriz de tecido conjuntivo,
fibras colagenas organizadas e matriz ostedide. O ALD e o STR influenciaram
na modulacéo da periodontite, ALD diminuindo a perda 6ssea alveolar e 0 STR
aumentando o tecido de reparacao nas areas em que ocorreu reabsorcao 6ssea.

Palavras-chave: Osteonecrose. Alendronato. Estroncio. Extracdo dentéria.
Periodontite.



Goncalves FC. Influence of alendronate and strontium ranelate on post extraction
socket repair and their effects on the progression and treatment of periodontitis: study
in rats [tese de doutorado] Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

ABSTRACT

The objective was to evaluate the preventive effect of the administration of strontium
ranelate on the process of bisphosphonate-induced osteonecrosis, and the effect of
alendronate and strontium on the modulation of experimental periodontal disease. 60
lower rats, divided into 6 groups: Group saline solution for 60 days, administered later
to the lower first molars, and continuation of the saline operation for another 30 days;
ALN group — alendronate drug administration (1 mg/kg/day) for 60 days before
collection and continued for 30 days; ALNS group — administration of alendronate for
60 days and done at 30, continuation of serum for 60 days; Group ALN/STR —
alendronate 60 days and 30 days later, its administration was interrupted for 60 days
prior to a collection. After receiving, strontium ranelate was administered for 30 days
(625 mg/kg/day); Group ALN /S60- alendronate was administered for 60 days and its
administration for 30 days until the moment of reception. Subsequently, it was
administered for an additional 30 days after surgery.; ALN/Sr 60 group — alendronate
administration for 60 days, after which alendronate administration was started and
strontium ranelate was started for 30 days. After this period, the teeth were extracted
and the application of strontium ranelate was continued for another 30 days.
Microtomographic, histological/stereometric and histological analyzes were performed.
Osteonecrosis effects an improvement in the beneficial effects of bisphosphonates,
even in the formation of bone tissue matrix in the basal portion of necrotic tissues. To
evaluate the progression of periodontics, 21 rats were used, the disease was
concentrated in 3 groups: Group subcutaneous saline daily; ALD group -
administration of drug alendronate (1 mg/kg/day); STR group — administration of rancid
strontium 25 mg/kg/day. In all groups, the drugs were administered for 60 days, and
after 4 days of starting administration there were 45 days of starting administration,
there were 4 connections prior to these second molars. To evaluate the influence of
Medications in the treatment of periodontics, 42 animals were used which were
resolved into 3 groups, each group with 2 subgroups each (7 animals in each
subgroup; 7 animals in each subgroup; 14 ligatures/subgroup) according to the
following protocol: 1) Control of periodontal disease and administration of saline
solution 1 mg/kg/day until the moment of euthanasia. 1 mg/kg/day 2 days, ALD, A
Phosphonate, with daily administration up to 1 mg/kg/day. 3) Strontium (STR), PD
induction and daily administration of Strontium ranelate applied 625 mg/kg/day by
gavage until the time of euthanasia. Each group had 2 subgroups where the RR
subgroup received periodontal treatment after PD induction and the NR subgroup the
animals did not receive any type of treatment. The animals were euthanized at 7, 15
and 30 days. In both studies, microtomographic, histometric and stereometric views
were performed. It was observed that the drugs did not prevent the onset of periodontal
disease. The ALN was able to minimize alveolar loss, but the interproximal regions had
areas of alveolar tissue, whereas the animals treated with larger STRs contained an
area of connective tissue, small matrix, organized bone fibers. OLD and STR
influenced bone loss, ALD modulation of bone injury and increased alveolar tissue in
areas where resorption occurred.

Keywords: Osteonecrosis. Alendronate. Strontium Ranelate. Tooth Extraction.
Periodontitis.
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1 INTRODUCAO

Os bisfosfonatos, sdo medicamentos utilizados por pacientes que apresentam
doencas relacionadas ao metabolismo 0sseo, osteopenia, osteoporose, neoplasias
0sseas, metastases 0sseas, doencas de pageot, doenca 0ssea metastatica, mieloma
multiplo, entre outras doencas raras. Eles tém acao na inibicdo da perda de densidade
O0ssea mineral, através da inducdo do apoptose de osteoclastos, impedindo a
reabsorcdo 6ssea. Seus efeitos benéficos a favor da diminuicdo e estabilizacdo da
densidade 0ssea, tornaram esses medicamentos de primeira escolha em patologias
osseas?.

Apdés 50 anos de inumeros estudos sobre sua farmacologia e seus
mecanismos de acédo, pode-se elucidar varias formas de acdo desse medicamento
usados como forma de tratamento nas doencas 6sseas metabolicas?. Sua eficacia
estd descrita através de duas propriedades chaves: forte habilidade de se ligar ao
0sso mineralizado e sua capacidade de produzir um efeito inibitério em osteoclastos
maduros®. Uma vez administrados, eles se ligam aos cristais de hidroxiapatita de
matriz mineralizada e sdo incorporados pelas células clasticas a medida que
degradam a matriz* .

O Alendronato (ALD) é um bisfosfonato nitrogenado de terceira geracdo e
apresenta uma poderosa acao antirreabsorcdo, favorecendo a apoptose de
osteoclastos e inibindo sua diferenciacdo durante o processo de maturagédo® . O
mecanismo de acdo apoptética dos osteoclastos € feita através da inibicdo da
via farnesil fosfato sintase e outras enzimas da via do malevolato, que da origem a
modificagdes estruturais na membrana dos osteoclastos interrompendo
a isoprenilacdo de proteinas®.

Apesar de seus efeitos benéficos, o tempo de administracdo
dos bisfosfonatos e suas concentragbes no organismo, tem apresentado Sérios
problemas aos pacientes. Devido ao fato de sua absor¢cdo comecar no estémago,
passar pelo duodeno e ileo, 0 medicamento em seu trajeto pode danificar camadas
epiteliais durante sua absorcdo, como nos estudos de Twiss et al.,2001’, 20068 e
1999°. A excrecdo do medicamento é feita pelo rim, podendo ocasionar lesées
renais'®!l, A alta permanéncia da droga ligada ao tecido 6sseo pode ocasionar

fraturas 6sseas'?. As altas concentracdes destas drogas no organismo gera um
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acumulo no o0sso, um efeito continuo resultando em osteonecrose''*?. Recentemente
vem sido relatado, o risco de osteonecrose em maxilares apos a realizacdo de
alguns procedimentos cirlrgicos odontolégicos'31¢. O efeito adverso dos
bisfosfonatos sobre a indu¢éao de osteonecrose dos maxilares tem levado a busca por
medicamentos de via de acdo éssea diferente, como os compostos a base de
Estronciol’18,

O estrdncio é um elemento quimico pertencente ao grupo dos metais alcalino
terrosos, € um metal mole, ndo radioativo, e na tabela periddica ele esta localizado
bem abaixo no Calcio (Ca), sendo assim possui semelhancas estruturais e funcionais
como absorcdo, eliminacdo e afinidade aos tecidos duros. Devido ao fato de
0 estroncio possuir um mimetismo estrutural com o célcio, o organismo o incorpora
em seus tecidos 6sseos e dentes. No inicio de sua administracdo ele se deposita
sobre os cristais de hidroxiapatita e apds sua permanéncia no organismo a longo
prazo ele troca com o célcio, se mantendo ligados ao tecido 6sse0!%20.

Ranelato de Estréncio (STR) é um medicamento antirreabsortivo que tem sido
considerado promissor em doencas do metabolismo ésseo devido ao fato de agirem
tanto na inibicdo de reabsorcdo 60ssea, como na inducdo de formacdo Oéssea,
resultando em um aumento de massa mineral 0ssea em varios estudos
farmacoldgicos clinicos, animais e in vitro'%2°, O Ranelato de estroncio tem a
capacidade de diminuir a atividade dos osteoclastos, induzir a apoptose e
diferenciacdo de osteoclastos, resultando um uma diminuicdo da reabsorcao 6ssea,
por outro lado ele aumenta a replicacdo de células pré-osteoblasticas e
secundariamente a atividade de células funcionais e sintese de matriz 0ssea, estimula
a sintese de DNA e sintese colageno 6sseo, classificado como um farmaco formador
de 0ss0%%%°,

Os mecanismos desse medicamento ndo estdo completamente esclarecidos,
estudos vem sendo propostos para descoberta dos seus mecanismos de acgao. Ele
atua nas ceélulas Osseas por varios mecanismos, como na ativacdo de
receptores distintos ao calcio, aumentando a replicacdo células pré-osteoblasticas e
sua diferenciacdo em osteoblastos, através do aumento producdo de prostaglandinas
(PGE2)?. Por outro lado atuam na ativacdo de receptores sensiveis ao célcio
(CaR) diminuindo a inducdo de osteoclastogénese, e aumentando a razao
OPG/RANKL?°,
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O ranelato de estroncio foi primeiramente testado em ratos osteopénicos para
avaliar sua eficacia na prevencdo de perda 6ssea?l. Foram realizados estudos em
modelos animais ovariectomizados, para simular a perda da densidade mineral 6ssea,
que ocorre em mulheres pdés menopausa, tratamentos com estrdncio apresentaram
gue o medicamento inibiu perda éssea trabecular induzida por falta de estrogéno. Em
outros estudos mostraram que o ranelato de estroncio diminuiu a reabsorcéo
0ssea, porém ndo atuou na formacdo 6ssea, porém foi mantida em alto nivel,
indicando que o medicamento tem uma acao distinta na reabsorcdo e formacao
6ssea?l. Assim, estudos indicaram que o ranelato de estréncio tem efeitos benéficos
promissores a favor da inibicdo da perda 6ssea.

Devido aos seus mecanismos de acgéo a favor da formacgdo 6ssea mineral e
inibicdo da reabsorcdo Ossea, poucos estudos estdo sendo realizados com esse
medicamento associando sua influéncia na modulacdo do hospedeiro afim de
encontrar melhorias no tratamento de doencgas periodontais?>?4. Por outro lado,
os bisfosfonatos também podem promover uma atividade anti-inflamatoria, devido a
inativacdo da matriz metaloprotainase. Com isso, o0s bisfosfonatos tem sido
pesquisado para tratar periodontite em experimentos animais?>?’ e em humanos?6-2,

Considerando a acao desses medicamentos a favor da diminuicdo da perda
6ssea alveolar318222427.29-31 = o objetivo do estudo foi avaliar a influéncia da
administracdo cronica de ranelato de estroncio na prevencdo e tratamento da
osteonecrose induzida por alendronato pés tratamento cirdrgico, extracao dentéria, e
0 uso desses medicamentos antirreabsortivos sistémicos, alendronato e ranelatao de

estréncio, na modulacédo da doenca periodontal experimental.



2 PROPOSICAO
2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral desse estudo foi de avaliar a influéncia dos
medicamentos alendronato e ranelato de estroncio em alvéolos pos

extracdo e na prevencao/tratamento periodontal.

2.2 Objetivos Especificos

Estudo 1: O objetivo desse estudo foi avaliar, em ratos, a influéncia
da utilizacdo do ranelato de estréncio utilizado de forma a

minimizar/debelar os efeitos do bisfosfonato na osteonecrose induzida.

Hipoteses:
- HO: A utilizacdo do ranelato de estréncio ndo altera o processo

de osteonecrose por bisfosfonato
- H1: A utilizacdo do ranelato de estroncio altera o processo de

osteonecrose por bisfosfonato.

Estudo 2: O objetivo deste projeto foi avaliar o processo de reparo
0sseo utilizando os medicamentos antirreabsortivos sistémicos como:
alendronato e ranelato de estroncio para prevencéo e/ou tratamento da
doenca periodontal induzida. Para responder estas hipéteses foram

realizados os estudos:

- Efeito do tratamento sistémico com alendronato e estréncio na

progressao da doenca periodontal experimental.

- Efeito da administracdo de alendronato e estréncio no tratamento

da doenca periodontal experimental.

16
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3 ARTIGOS

Artigos aceitos e que serdo submetidos sobre os estudos

3.1 Artigo 1*

Odontology
https://doiong/10.1007/510266-021-00678-1

ORIGINAL ARTICLE

Strontium ranelate improves post-extraction socket healing in rats
submitted to the administration of bisphosphonates

Fernanda Castanheira Gongalves' - Bruno Arruda Mascaro' - Cassio Rocha Scardueli’ -
Guilherme José Pimentel Lopes de Oliveira®

- Luis Carlos Spolidorio® - Rosemary Adriana Chierici Marcantonio’

Received: 21 July 2021 / Accepted: 29 Movember 2021
i The Sodiety of The Nippon Dental University 2022

Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of strontium ranelate {Sr) on post-extraction socket healing in rats submitted to
the administration of bisphosphonates. Sixty rats were submitied to the tooth extraction of the first lower molar after 60 days
of the daily administration of saline solution (55) or alendronate (ALN). Then, the animals were allocated into six groups
namely CTR: administration of 85 during the whole experiment, ALN: administration of ALM during the whole experiment,
ALN/SS: application of 55 for 30 days after extraction in animals previously treated with ALN, ALN/Sr: application of Sr
for 30 days after extraction in animals previously treated with ALN, ALN/S60: ALM therapy interruption 30 days before
the extraction followed by the application of 55 for 60 days, and ALN/Sr60: ALN therapy interruption 30 days before the
tooth extraction followed by the application of Sr for 60 days. The healing of the post-extraction sockels was evaluated by
microCT and histomorphometry. The use of ALN induced partial bone necrosis, inflammatory infiltration, and a delay in soft
tissue healing: the use of Sr improved the connective tissue organization. Sr has subitle positive effects on the post-extraction
healing in animals submitted to the administration of bisphosphonate.

Keyweords Bone healing - Bisphosphonates - Tooth extraction - Pre-clinical study - Strontium ranelate

* Artigo redigido segundo as normas do periédico Odontology, no qual foi publicado:
https://link.springer.com/article/10.1007/s10266-021-00678-1.
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Abstract

This study aimed to evaluate the effect of strontium ranelate on post-extraction socket
healing in rats submitted to the administration of bisphosphonates. Sixty rats were
randomly allocated into 6 groups (n=10) according to the different therapeutic protocols
applied: CTR — Administration of saline solution (SS) daily for 60 days that was
continued for more than 30 days after extraction of the first lower molar; ALN —
Administration of sodium alendronate (ALN) (1 mg/kg/dia) daily for 60 days that was
continued for more 30 days after extraction of the first lower molar; ALN/SS -
Administration of ALN for 60 days, and the application of SS for 30 days after the
extraction of the first lower molar; ALN/Sr — Administration of ALN daily for 60 days,
and application of strontium ranelate (Sr) (625 mg/kg/day) for 30 days after extraction
of the first lower molar; ALN/S60 — ALN administration for 60 days, and the interruption
of this therapy for 30 days. The animals were then submitted to the administration of
SS during this period and 30 days after the tooth extraction; ALN/Sr 60 — ALN
administration for 60 days, and the interruption of this therapy for 30 days. The animals

were then submitted to the administration of Sr during this period and 30 days after the
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tooth extraction. The healing of the bone and soft tissues of the post-extraction sockets
was evaluated by micro-CT and histomorphometric analysis. The use of ALD induced
partial necrosis of the bone, inflammatory infiltration, and a delay in soft tissue healing;
the use of strontium only improved the connective tissue organization but did not
improve the bone healing. It can be concluded that the Sr has only subtle positive
effects on the post-extraction healing in animals submitted to the administration of

bisphosphonate.

Key-words: Bone healing, bisphosphonates, tooth extraction, pre-clinical study

strontium ranelate.

Introduction

Bisphosphonates are a class of drugs that have been used for the treatment and
control of pathologies that alter bone metabolism by inhibiting the bone remodeling
process, thereby promoting the maintenance of mineral bone density and preventing
the process of tumor metastasis (Kuznik et al., 2020; Ying et al., 2020). Its mechanism
of action consists of blocking the enzyme farnesyl synthase from mevalonate via, which
reduces osteoclastic activity and induces the apoptotic process of these cells (Russell,
2011). Paradoxically, this effect of bisphosphonates is also responsible for its side
effects, since the reduction in bone remodeling resulting from its mechanism of action
impairs the bone repair process is associated with defects and fractures in this tissue.
(Borromeo et al., 2015; Molvik, Khan, 2015). It has been reported that the consumption
of bisphosphonates impairs the healing of fractures (Molvik H, Khan, 2015), slows
implant osseointegration (Hou et al., 2019) and can promote bisphosphonate-induced
osteonecrosis, especially at sites of bone defects arising from tooth extraction (Shudo
et al., 2018).

These adverse effects related to the use of bisphosphonates have stimulated
the search for therapies that aim to stimulate the bone repair process in users of these
drugs (Imada et al., 2019; Zang et al., 2019). As approaches for this purpose, it has
been proposed to interrupt the administration of bisphosphonates before surgical
procedures in the oral cavity; however, the fact that bisphosphonate is integrated into
the structure of bone tissue raises doubts regarding the effectiveness of this type of
approach (Hasegawa et al., 2017; Shudo et al., 2018). The use of anti-resorptive drugs

with different mechanisms of action than bisphosphonates has also been indicated as
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a therapeutic alternative to replacing the use of these drugs (Molon et al., 2015;
Colapinto et al., 2018); however, its effect on bone healing in patients previously
treated with bisphosphonates is uncertain.

Strontium-based compounds (Sr), such as strontium ranelate, strontium
carbonate, and strontium chloride have been cited in the literature as candidates for
anti-osteoporotic agents that can act both in the mechanisms of resorption and in bone
formation (Busse et al., 2010; Marie et al., 2011). In vitro studies have shown that
strontium-based compounds directly suppress osteoclast genesis by reducing the
expression of the NF-k3 pathway in osteoclast precursor cells (Yamaguchi et al., 2012)
or indirectly by reducing the paracrine action of osteocytes in the formation of
osteoclasts (Bakker et al., 2013), thus being able to inhibit bone resorption. Strontium-
based compounds have also been shown to increase the expression of bone formation
markers (Quade et al., 2020), and this effect is related to the activation of calcium
receptor-dependent or independent pathways in osteoblasts that induce the ERK1/2
and Akt signaling pathways (Fromigué et al., 2009), which are important for
proliferation (Kapur et al., 2004) and the reduction of osteoblast apoptosis (Rybchyn et
al., 2019), respectively. A clinical study that evaluated hip bone biopsies of 15 patients
who were undergoing bisphosphonate treatment, which was replaced by the
application of strontium ranelate, showed that this drug promoted an increase in the
number of osteoblasts and the formation of an osteoid matrix, without reducing the
anti-resorptive effect of pretreatment (Busse et al., 2010).

Thus, the use of strontium ranelate (SrR), can theoretically improve bone remodeling
in dental alveoli of patients previously treated with bisphosphonates, which would
reduce the possibility of the occurrence of osteonecrosis lesions induced by
bisphosphonates. Thus, the objective of this study was to evaluate the influence of SrR
on bone tissue after the administration of bisphosphonate following surgical extraction

procedures in rat mandibles.

2. Material and methods

2.1. Animals and treatment protocols

This study was approved by the Ethics in Animal Research Committee of the University
(27-2015). Sixty male adult rats with a 10-week-old weight of between 190 and 210g

(Rattus Norvegicus, variance Albinus, Holtzman) were used. The animals were
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maintained on a 12:12 h light/dark cycle (lights on at 7:00 AM) at 23 + 2°C with ad
libitum access to a standard laboratory diet and water.

The animals were randomly assigned into six groups, with 8 animals/group:
CTR — Administration of saline solution (SS) daily for 60 days that was continued for
more than 30 days after extraction of the first lower molar; ALN — Administration of
sodium alendronate (ALN) (1 mg/kg/day) (Conte Neto et al., 2013) daily for 60 days
that was continued for more 30 days after extraction of the first lower molar; ALN/SS —
Administration of ALN for 60 days, and then SS was applied for 30 days after extraction
of the first lower molar; ALN/Sr — Administration of ALN daily for 60 days, and strontium
ranelate (Sr) (625 mg/kg/day) (Lavet et al., 2017) was applied for 30 days after
extraction of the first lower molar; ALN/S60 — ALN administration for 60 days, with the
interruption of this therapy for 30 days. The animals were then submitted to the
administration of SS during this period and 30 days after the tooth extraction; ALN/Sr
60 —ALN administration for 60 days, and the interruption of this therapy for 30 days
(Figure 1).

Experimental protocol

Extraction of the bilateral lower first molar was performed in all animals. The
animals were anesthetized by a combination of ketamine chloridrate (Ketamine
Agener; Agener Unido Ltda, S&o Paulo, SP, Brazil; 0.08 mL/100 g body weight) and
xylazine 2% (Rompum; Bayer S.A., S&o Paulo, SP, Brazil; 0.04 mL/100 g body weight).
The animals were placed in the prone position on the operating table, using a
Hollemback Caver, the teeth were dislocated and completely avulsed or divided into
two segments and removed separately (Conte Neto et al, 2013), by a single trained
professional (FCG). After the experimental periods for each group, the animals were
euthanized through the application of anesthesia overdose. Parts of the regions related

to the first molars were obtained together with the second molars.

Clinical Evaluation
The general health of the animals was observed during the experimental period. It
analyzed the difficulty of the operator at the time of extraction of teeth and wound

healing post-extraction.
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Evaluation by Three-dimensional Radiographic Analysis (Micro-CT)

The samples were fixed in 4% paraformaldehyde for 48 hours, washed under running
water for 24 hours, and stored in 70% alcohol. The samples were scanned by a
microtomograph - uCT scan (Skyscan, Aatselaar, Belgium) following the parameters:
Camera pixel: 12.45; X-ray tube potency: 65 kVP, X-ray intensity: 385 pA, integration
time: 300 ms, filter: Al-1 mm, voxel size: 18 um3. The images were reconstructed,
spatially repositioned, and analyzed by specific software (NRecon, Data Viewer,
CTAnalyser, Aatselaar, Belgium). The region for analysis was obtained by defining an
area of rectangular interest in the region of extraction of the first molars (ROI) with
dimensions of 1.20 x 3.0 mm, in the mesiodistal and corono-apical directions (Figure
2) and the vestibulo-lingual sense; an average of 80 images per analyzed region were
obtained. A threshold of 65—-225 shades of gray was used, which made it possible to

analyze the percentage of bone volume in the region.

Histological and Stereometric Analysis

After scanning on the microtomograph, the parts were taken for decalcification with
EDTA for 8 weeks. Serial sections were performed 4um thickness in the sagittal plane,
towards the vestibule/lingual axis along with the second molar, obtaining 3 cuts in each
blade and 8 blades per animal. For each sample, eight slides were stained per animal,
four by hematoxylin-eosin (HE) for histological and stereometric analysis, and the fifth
slide of specific groups was subjected to 0.1% pricrosirius staining to confirm the
presence of collagen fibers with a light microscope and a polarization filter (Lattouf,
2014). The other slides were used for immunohistochemical analysis. The analysis of
histological description was performed by a single trained examiner (LCS), through the
evaluation of histopathological sections stained in hematoxylin/eosin and picrosirius.
In total, 32 slides were analyzed, 4 slides per sample and 8 samples per group, with
the aid of a commonly transmitted light microscope (Leica Microsystem GmbH,
Wetzlar, Germany), for morphological observations of the structures of the lower first
molar region, with increases of 5x and 20x.

The stereometric analysis was performed using the methods employed by
Conte Neto et al. (2013). They were performed by counting cells using a light
microscope DIASTAR (Leica Reichert & Jung products, Germany), with 40x
magnification. The images obtained were analyzed using an image analysis program

Fiji ImageJ (National Institutes of Health, USA). To achieve this histological analysis,
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an area of rectangular interest (ROI) was obtained in the region on the distal root of
the first molar (M1), extending from the level of the junction cement/enamel (CEJ)
molar second (M2) to the apical portion of M2 and between the mesial and distal
surfaces of the alveolar bone. The ROI was divided into three equal areas (Figure 3);
the quantification was performed with the aid of a grid of 75x75 pixels with 252
intersection points positioned on each previously determined area, and the values
obtained in 3 ROIs were combined for statistical analysis. Within each ROI, the amount
of necrotic bone, vital bone, connective tissue matrix, fibroblast (identified as spindle
or stellate cells, ovoid or elongated nucleus), inflammatory cells, and other structures
(NDA) was analyzed, with 3 cuts by the defect. This analysis was done by a trained

examiner who was blinded to the groups (FCG).

Statistical analysis

The data from the stereometric and microtomographic analyses were submitted to the
Kolgomorov-Smirnov normality test and it was verified that the data were distributed
according to the central distribution theorem, which allowed the use of parametric
statistical tests for the inferential analysis of the data. The One-Way ANOVA test
complemented by the Tukey test was used to make comparisons between groups. The
GraphPad Prism 6 software (San Diego, CA, USA) was used for the statistical analysis

of this study, and the tests were applied at a significance level of 5%.

Results

ALN application interfered with the clinical characteristics of post-extraction
sockets

The removal of teeth occurred with greater difficulty in those animals that were treated
with ALN. In the 30-day postoperative period of extraction, the animals that received
ALN had impaired healing, with many animals presenting extra-oral fistulas, edema in
the region of the extraction, and exposed bone, while animals in the control group

showed normal healing without complications.

The application of ALD hindered bone remodeling in the post-extraction sockets
The microtomographic analysis showed that the application of ALD promoted greater
maintenance of bone tissue volume in the extraction sockets compared to the CTR

group. (Figure 4 a—b). However, the histological aspect of these alveoli shows that,
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despite the maintenance of the inter-root septa, the tissue present in the scar area was
predominantly formed of necrotic bone tissue, disturbed by its empty gaps and
surrounded by amorphous tissue (Figure 5 B-H-N), and the stereometric analysis
showed that, in fact, the ALD group had a greater amount of necrotic tissue than the
other groups (Table 1). These characteristics are consistent with the process of

blocking bone tissue remodeling.

The interruption of the application of ALD did not interfere with the bone
remodeling process in post-extraction sockets

It was verified that in the animals that were submitted to treatment with ALD and which
had periods of interruption of the administration of this drug (ALD/S and ALD/S60)
there was greater maintenance of the volume of the alveolus after extraction compared
to the CTR group (Figure 4 A, B-C-D), which was associated with a subtle improvement
in the healing pattern of the soft tissues that covered the alveoli 30 days after tooth
extraction (Figure 5 C-I-O, D-J-P). The analysis of the histological description showed
that these alveoli presented immature granulation tissue with abundant leukocyte
infiltrate and the new formation of blood vessels supported by a thin weave of collagen
fiber bundles; however, there was necrotic tissue on the surface of the region (Figure
5 C-I-O, D-J-P). Although this pattern was better than that found in the ALN group,
there were no differences between this group and the ALN/SS and ALN/S60 groups in
the stereometric analysis (Table 1).

The application of SrR stimulated the repair in post-extraction sockets in animals
previously treated with ALN

The groups where the ALD was stopped and SrR administration started 30 days
previously or shortly after extraction had higher volume maintenance of the extraction
sockets than the CTR group (Figure 4 A B-C-D), however, this maintenance was
associated with the presence of areas with dense mineralization with the absence of
osteocytes and the presence of tiny areas of resorption, with the basal portion of the
alveolus showing granulation tissue and large areas suggestive of bone matrix
deposition (Figure 5 E-K-Q, F-L-R) which was confirmed by the staining of slides with
PicroSirius Red (Figure 5 S-T). In the stereometric analysis, it was verified that the
animals in the ALD/Sr and ALD/Sr60 groups had higher amounts of vital bone than the
other groups. In addition, ALD groups/ALD Sr and/SR60 showed greater quantities of
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fibroblasts and connective tissue matrix, and the CTR ALD groups. There were no

differences between groups regarding the number of inflammatory cells (Table 1).

Discussion

The results of the present study demonstrated that the administration of
bisphosphonate is efficient at stabilizing pathological bone loss; that is, it has positive
effects on the repair and stabilization of bone tissue in alveoli after surgical extraction.
These data were supposedly confirmed by microtomographic analysis, where the
presence of mineralized tissue in the groups in which alendronate was administered
or the association of alendronate/strontium is greater than in the control group, in which
this drug was not administered (Aguirre et al., 2010). Despite performing the
stabilization of mineralized tissue after extraction, we were unable to determine the
origin of the mineralized tissues identified with this analysis alone.

Through histological analysis, it was possible to determine the differentiation of
tissues and the repair process present in the alveolus. According to the protocol of
Conte-Neto et al. (2013), it was possible to establish the osteonecrosis process in the
groups in which alendronate was administered, characterized by the presence of
necrotic bone tissue in the alveolar process, interdental and interradicular septum, a
reabsorbed surface with empty bone gaps, with the absence of osteocytes and the
presence of inflammatory tissue (Diaz-Borjon et al., 2006). The histological difference
between the groups was characterized by the presence of strontium ranelate
treatment, where it was possible to observe that, in addition to the presence of necrotic
tissue in the interdental and inter radicular septum, these tissues were denser
compared to the other groups; this can be explained by the ability of strontium to
deposit on the hydroxyapatite crystals and in the long-term replace calcium, remaining
attached to bone tissue (Marie et al., 2006). On the other hand, below the necrotic
tissue, in the basal portion of the alveolus, granulation tissue and areas of the bone
matrix are observed, with absent or small areas of resorption, confirming its double
effect on bone metabolism. This was described by Maire et al. (2011), who reported
that strontium can act on bone resorption by decreasing osteoclasts and also on bone
formation through osteoblast differentiation, promoting bone turnover in favor of bone
neoformation.

In a previous preclinical study, it was demonstrated that the use of SrR was related

to the presence of non-vital bone in post-extraction alveoli; however, similar to our
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findings, this tissue was not exposed to the oral cavity, which is a specific condition of
osteonecrosis induced by bisphosphonates (Koth et al., 2020). Thus, the findings of
this study demonstrate that the use of SrR can reduce the possibility of osteonecrosis,
but the presence of non-vital bone associated with the use of this medication may be
related to or a limited effect in reversing the effects of ALN administration. Alternatively,
the resorption inhibition mechanism may be more active than the SrR-induced bone
tissue formation mechanism (Koth et al., 2020). The absence of differences in the
biomechanical properties of bone tissue in tibiae of ovariectomized rats where SrR was
applied after the administration of ALN compared to animals where ALN was applied
for the entire experimental period (Diaz et al., 2016) provides some indication that the
action of SrR does not differ in a meaningful way from ALN in the maintenance of bone
tissue by anti-resorptive mechanisms.

The animals in the control group, where no medication was administered, showed
normal repair, with the presence of granulation tissue, fragments of necrotic bone
tissue, bone spicules that were necrotic in the region of the alveolus; these
characteristics were also observed by Aguirre et al. (2010), who evaluated the effects
of bisphosphonates in post-extraction alveolar repair in rats. These findings may be
related to the presence of bone spikes which were left at the time of extraction.

Due to this possible complication, some protocols that aim to stimulate bone
remodeling in bisphosphonate users have been proposed, but with inconsistent results
(Kang et al., 2020; Otto et al., 2020). One of the proposals for the preparation of the
patient to undergo oral surgery procedures is the interruption of the consumption of
bisphosphonates for some time before the surgical event (Ottensen et al., 2020; Otto
et al., 2020). Studies have shown that protocols for interrupting the application of
bisphosphonates reduce the occurrence and severity of osteonecrosis after extraction
in rats (Zandi et al., 2015) and mini-pigs (Otto et al., 2020). However, this type of
approach brings inconsistent results, as studies in humans do not demonstrate any
benefits following the suspension of bisphosphonates in the prevention of
osteonecrosis after extractions (Hasegawa et al., 2017; Kang et al., 2020). The
explanation for the ineffectiveness of the bisphosphonate therapy interruption
protocols in preventing osteonecrosis is due to the incorporation of bisphosphonates
into the structure of bone tissue and the fact that its elimination time is uncertain (Kang

et al., 2020; Ottensen et al., 2020). Also, the risk of interrupting treatment with
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bisphosphonates does not allow the indication of this type of approach in all cases
(Kang et al., 2020).

The purpose of this study, using SrR as a potentiating agent of bone remodeling,
IS to investigate its potential to act on bone resorption mechanisms in conjunction with
bone formation mechanisms (Baker et al., 2013; Quade et al., 2020). This drug has
been used effectively in the treatment of osteoporosis in humans (Barrionuevo et al.,
2019) due to its inhibition in the action of osteoclasts (Yamaguchi et al., 2012; Bakker
et al.,, 2013). Moreover, it has been reported that the use of strontium ranelate
promoted positive effects in the repair of post-extraction sockets in ovariectomized rats
(Miranda et al., 2020), on implant osseointegration in preclinical studies (Scardueli et
al., 2018), and in the healing of tibial fractures in rats (Lavet et al., 2017). These effects
on bone tissue repair are associated with the stimulation of biological markers that are
related to the formation of bone tissue (Fromigué et al., 2009; Rybchyn et al., 2019;
Miranda et al., 2020), and this difference in the mechanism of action of SrR with the
mechanism of action of bisphosphonates promotes these drugs as alternatives for the
safer treatment for bone tissue disorders, as it reduces the possibility of osteonecrosis
(Busse et al., 2010; Pan et al., 2017). The replacement of ALN by SrR in this study
reduced the severity of the osteonecrosis process associated with tooth extraction;
however, the total prevention of osteonecrosis was not observed.

Querido et al. (2015), Komrakova et al. (2015) and Morabito et al. (2016) performed
immunohistochemical analysis and demonstrated the presence of bone-forming
proteins such as BMP-2 and osteocalcin when they administered strontium ranelate,
confirming the presence of osteoblasts, and suggesting bone turnover in favor of bone
formation (Marie et al., 2011). In the present study, these bone proteins were also
found in the ALD/EST and ALD/EST60 groups, so it was possible to confirm the
presence of osteoblasts in the region; another important notification reported in the
study was that the longer the strontium administration time, the greater the expression
of these proteins. The expression of bone proteins suggests bone remodeling in the
basal portion of the alveoli, even after the presence of initial osteonecrosis. This was
also reported by Pan et al. (2017), who published a case of BRONJ with serum CTX
levels of 130pg/ml at the beginning of the disease, reporting a low rate of bone
remodeling; after 3 years of treatment with strontium, the bone remodeling rates

increased significantly to 320pg/ml, before returning to normal.
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This study has some limitations as the impact of SrR administration on c-terminal
telopeptide (CTX) rates, which is an important marker of collagen metabolism derived
from bone tissue remodeling and has been used as an important measure, was not
investigated. This is a clinical marker for decision making, ensuring that the extraction
procedure was performed safely in humans (Hutcheson et al., 2014, Friedlander et al.,
2015). Measuring this marker could determine the period required for the use of SrR
that would promote its safe use, meaning that the medication that would promote the
total prevention of osteonecrosis induced by bisphosphonates. Another limitation is the
strontium dosage used, since it is not related to the treatment of diseases associated
with bone metabolism and not specifically for the treatment of osteonecrosis; therefore,
studies investigating this are still necessary, which will involve adjusting the dosage of
strontium so that an ideal concentration for this type of treatment is determined. On the
other hand, although this study protocol simulated a chronic administration period in
animals, with high doses to induce osteonecrosis in surgical procedures, the animals
were healthy, and the drug is often used in patients with pathological changes in bone
metabolism, which can result in significant differences.

It can be concluded that the use of SrR reduces the severity of ALN-induced
osteonecrosis after extraction but does not fully prevent this event and the interruption

of ALN administration has limited effects on osteonecrosis after extraction.
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Fig. 2 A Image obtained on the microtomograph of the region of the alveolus of the first molar, second and third molars. B Image
A with the ROI positioned in the region of the first molar extraction socket; C Image A with technique artifact to obtain the
threshold of the alveolus region; D ROI positioning scheme, it was posi-tioned in its most coronary por- tion at the level of the
cemen- tum / enamel line of the second molar with a size of 1.2 mm in the mesio/distal direction and

3 mm in the corono / apical direction ( Adapted from ConteNeto et al. [21]
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Fig. 3Stereometric Analysis. The quantification of cells was done using an image program (Fiji Image J). An area of inter- est was
defined, a region relatedto the distal root of the first molar (M1), delimiting a quad- rangular area, which extended from the level of
the cementum/enamel junction (CEJ) of the second molar (M2) to the apicalportion of M2 and between the mesial and distal
surfaces of thealveolar bone, with a micro- scopic increase of 40x

Fig. 4 Radiographic aspects (B), three-dimensional (C and D) and microtomographic evaluation (A) of the alveolar region after 30 days
of extraction of the first lower molars in animals treated with ALN, sterile saline (CTR), interruptions of the alendronate and
replacementof the medication for strontium. In the groups in which ALN was administered, the apical region of the alveolar
cavity (arrow) is more evident, featuring greater bone density when compared to the control animals (asterisk), which presented bone
spicules not adhered to the alveolar bone (#) and not disclosure of the alveoli, consequently with lower bone density
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Fig. 5 Histological aspects of tooth extraction sites: A-R Micropho- tographs representing the histological characteristics of bone and
connective tissue in alveoli after extraction in the groups: CTR (A,G, H), ALN (B, H, N), ALN/SS (C, I, O) ALN/Sr (D, J,
P), ALD/S60 (E, K, Q), ALD/Sr60 (F, L, R). The ALN group presents a non- vital bone tissue represented by the absence of
osteocytes and the presence of an inflammatory infiltrate (B, H, N); CTR, representsthe bone remodeling of the alveolus, vital
bone tissue with the pres- ence of osteocytes (G) and connective tissue with an abundance of fibroblasts, also the presence of necrotic
tissue not associated with thearea of alveolar remodeling (bone spike) (A); ALN /SS presence of interdental septa and basal region
of the necrotic alveolus (C, O), andinflammatory infiltrate (1); ALD/Sr, presence of necrotic interdental septa (D), vital bone tissue
with the presence of osteocyte and col-lagen fibers in the basal region of the alveolus; AND/S60, necrotic bone tissue without
the presence of osteocytes (E), vital bone inthe basal region of the alveolus (K), presence of collagen fibers and islands of
mineralized bone tissue inside the alveolus (black arrows) (Q), confirmation the presence of collagen fibers confirmed by pic-
rosirius staining (S); ALD/Sr60, necrotic bone tissue without thepresence of osteocyte but without the presence of empty osteocyte
gaps (F), alveolar basal region with the presence of areas of mineral- ized bone tissue surrounded by collagen fibers (L, R),
confirmationof fibers collagen by picrosirius (T). Abbreviations and symbols: bt vital bone tissue, nvb non-vital bone, cf collagen
fibers, if inflamma- tory infiltrate, black arrows islands of bone mineralization. Coloring: HE.Original magnification: 40 x .Scales:
100 um

Table1 Mean and standard deviation of the different tissue components of the alveolus of the lower first molar in all groups (%)

Groups Inflammatory cells Necrotic bone Connective tissue matrix Fibroblasts Vital bone NDA
CTR 26.01+17.49 17.33+13.05 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 56.67 +
20.45
ALN 14.70+21.80 28.22+24.95 0.00+0.00 0.00+0.00 4.12+6.56 52.95+
34.79
ALN/S 12.30+11.57 2.88+2.22* 21.56+15.73" 4.02+4.27 3.46+4.78 53.41+32.42
ALN/S60 10.98+8.56 9.41+9.08 15.05+17.55 2.69+2.79 10.77+9.72  51.06+22.43
ALN/Sr 17.04+20.81 7.88+6.92 14.58+8.69 2.38+2.49 3146+ 26.67+£25.06

17.88°

ALN/Sr60 14.81+14.19 5.92+7.43 11.69+8.06 4.10+3.66 14.23+5.39 49.23+19.38

*Lesser amount of necrotic bone than the ALN group

#Greater amount of connective tissue matrix than groups CTR and ALN
Higher quantity of vital bone than the CTR, ALN, ALN /S and ALN / S60-One-way Anova groups complemented by the Tukey

test
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Resumo

Os medicamentos antirreabsortivos vém sendo estudados no tratamento da doenca
periodontal, por apresentarem mecanismos de acgdo que mostram reduzir a
reabsorcdo Ossea alveolar. O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito dos
medicamentos sobre a perda 0ssea periodontal utilizando o alendronato e o ranelato
de estréncio na progressdo da doenca periodontal induzida em ratos. Vinte e um
animais foram divididos em 3 grupos: Grupo controle (CTR) — solugéo salina 1
mg/kg/dia, subcutaneamente, Grupo Ranelato de estroncio (STR) — 625mg/kg/dia por

gavagem e Grupo alendronato (ALD) — 1 mg/kg/dia, subcutaneamente. Os animais

* Artigo redigido segundo as normas do Guia de Trabalhos Académicos da FOAr, adaptado das Normas
Vancouver.
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receberam durante 60 dias os respectivos medicamentos; apos 45 dias de terapia
medicamentosa, foi induzida a doenca periodontal por meio de ligaduras nos
segundos molares superiores e, 15 dias apds, os animais foram eutanasiados. Foram
realizadas andlises: microtomografica; histologica; estereométrica e histométrica. A
analise microtomografica demonstrou que o grupo ALD apresentou maior
porcentagem de tecido 6sseo mineralizado em relacdo aos demais grupos, porém na
descricao histolégica ndo observou vitalidade tecidual em algumas regides dos tecidos
periodontais. J& o grupo STR apresentou vitalidade 6ssea em todas as regides dos
tecidos periodontais envolvidos, grandes porcentagens de fibroblastos e matriz de
tecido conjuntivo. Em relacédo a perda 6ssea, 0s grupos ALD e STR obtiveram menor
perda 6ssea proximal comparado ao controle, e o grupo ALD apresentou maior
quantidade de tecido 6sseo na regidao de furca e o grupo STR maior quantidade de
tecido de reparacdo. Esses achados indicam que o uso dos medicamentos
alendronato e ranelato de estroncio influenciou as caracteristicas dos tecidos
periodontais durante a progressado da doenca periodontal, porém nao preveniu o seu
aparecimento.

Palavras chaves: alendronate, ranelato de estréncio, periodontite, modulacdo do

hospedeiro

1 Introducéo

A periodontite € uma doenca inflamatéria que acomete os tecidos de
sustentagdo dos dentes, levando a perda dentarial?, decorrente de um desequilibrio
entre presenca de microrganismos especificos que colonizam a superficie dentaria
supra/subgengivalmente, juntamente com a resposta do hospedeiro 3. A placa
bacteriana consiste em bactérias patogénicas que se perpetuam na superficie
radicular liberando uma variedade de substancias microbianas, como peptideos e
antigenos que se difundem do epitélio para o tecido conjuntivo levando a uma resposta
inflamatéria crénica do hospedeiro!?.

Embora sejam as bactérias periodontopatogénicas que iniciam a inflamacéo
tecidual, as enzimas derivadas do hospedeiro, metaloprotainases da matriz (MMPSs),
citocinas e prostandides, sdo as responsaveis por causar a maior parte da destruicéo
tecidual®. Portanto, é de extrema importancia restaurar o equilibrio entre mediadores
pré-inflamatérios e anti-inflamatorios, para o tratamento e estabilizacdo da doenca

periodontal. As estratégias de tratamento para periodontite tém se concentrado na



39

reducado do desafio microbiano, como o tratamento periodontal ndo cirdrgico, que visa
a reducéo e eliminacao do biofilme bacteriano, por meio da raspagem e o alisamento
radicular, sendo considerado o de primeira escolha'?2.

Devido a periodontite ser considerada uma doenca inflamatoria cronica, pode-
se pensar em estratégias terapéuticas adicionais ao tratamento periodontal
convencional, como o uso de agentes que modifiquem a resposta do hospedeiro a fim
de reduzir o processo inflamatério'?, ou ainda, a utilizacdo de substancias ou
medicamentos, sistemicamente ou localmente, que possuem o intuito de impedir o
processo de reabsorcdo 6ssea e favorecer a neoformacéo 6ssea®.

Os bisfosfonatos sdo medicamentos antirreabsortivos utilizados em pacientes
que apresentam doencas relacionadas ao metabolismo 6sseo como: osteopenia,
osteoporose, neoplasias 0sseas, metastases 0Osseas, doencas de pageot, entre
outros. Esses medicamentos atuam na inibicdo da perda mineral 0ssea, inibindo
diretamente e indiretamente a formacdo, proliferacdo e funcdo dos osteoclastos,
produzindo assim uma diminuicdo da perda Ossea e estabilizacdo da densidade
mineral 6ssea em patologias 6sseas®®. Devido a seus efeitos benéficos a favor da
diminuicdo da perda éssea patoldgica os bisfosfonatos vem sendo estudados como
estratégias terapéuticas medicamentosas nas doencas periodontais®!!, Porém o seu
uso crénico e em altas concentracdes tem gerado efeitos adversos preocupantes
como osteonecrose apds procedimentos cirdrgicos nos maxilares!?.

Medicamentos a base de Estroncio, como o Ranelato de Estréncio (STR), tem
sido demonstrado na literatura como potenciais agentes antirreabsortivos'34. Esses
medicamentos atuam em uma via do metabolismo 0sseo diferente dos bisfosfonatos,
tanto nos mecanismos de absorcdo, quanto nos de formacdo Ossea, porém 0S
mecanismos de agdo ainda ndo estéo totalmente esclarecidos. Marie et al.'® (2011),
e Wu et al.1® (2013), demonstraram em seus estudos que o estrdncio promoveu a
apoptose dos osteoclastos, atuando assim na diminuicdo da reabsorcdo Ossea.
Canalis et al.}” (1996), descreveu que o estrdncio age também no processo de
formacdo Ossea, promovendo o aumento e diferenciagdo de células pre-
osteoblasticas. Autores como Marie et al.'® (2006) e Takahashi et al.*® (2003), também
relataram em seus estudos mecanismos diferentes afirmando a atuacao do estréncio
na formacao e reabsorcdo 6ssea. Considerando essas caracteristicas, o estroncio
pode ser considerado um medicamento promissor nas estratégias terapéuticas

adicionais ao tratamento periodontal convencional.
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Embora a literatura demonstre que o bisfosfonato e o ranelato de estroncio
apresentam efeito na modulacdo dos processos inflamatérios e de formacdo 0ssea,
existem evidéncias na utilizacdo destes medicamentos na modulacao do hospedeiro
para doenga periodontal. Baseado em seus mecanismos de ag&o, o0 objetivo deste
projeto € avaliar, em animais, a progressdo de perda 6ssea periodontal utilizando

estes medicamentos no tratamento da doenca periodontal induzida.

2 Materiais e Métodos
2.1 Modelo Experimental

O modelo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacéo
Animal (processo n? 16/2018)(ANEXO A), dentro dos regulamentos exigidos pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e descrito de acordo com as
diretrizes da ARRIVE com relagéo aos itens relevantes?®. O tamanho da amostra foi
calculado por andlise de variancia com base na andlise de microtomografia
computadorizada (microCT) realizada em um estudo anterior do nosso grupo?L.

Foram utilizados 21 ratos (Rattus Norvegicus, variacdo albinus, Holtzman),
adultos (180-220 gramas). Os animais foram divididos em gaiolas por grupo e
submetidos as mesmas condi¢des padrao de iluminacédo (12 horas ciclo claro/escuro),
temperatura 22°C, ad libitum de alimentos e agua durante todo o periodo
experimental. Os animais foram submetidos a um periodo de 7 dias de aclimatacao
ao meio ambiente e, posteriormente, alocados aleatoriamente nos seguintes grupos:
1 - Grupo controle (C): Os animais foram submetidos a administracao diaria de soro
fisiolégico por injecao subcuténea. 2 - Grupo ranelato de estroncio (STR): Os animais
foram submetidos a administracdo diaria 625 mg/kg/dia de ranelato de estréncio
(Protos®, Laboratérios Servier do Brasil)?? por gavagem. 3 - Grupo Alendronato (ALD):
Os animais foram submetidos a administracéo diaria de 1 mg/kg/dia de alendronato
(ALCON Laboratério, Sdo Paulo, SP, Brasil) aplicado por injecdo subcutanea?®?. Apés
45 dias de inicio da administracdo dos medicamentos foi induzida a doenga
periodontal em todos os animais e apds 15 dias da inducdo os animais foram
eutanaziados. Os medicamentos foram administrados até a eutanasia dos animais
(Figura 1).
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2.2 Inducéo de periodontite

Os animais foram anestesiados com a combinacao de 0.8 ml/ kg cloridrato de
guetamina (Dopalen, Ceva, Sdo Paulo, Brazil) e 0.4 ml/kg cloridrato de xilazina
(Anasedan, Ceva, S&do Paulo, Brazil). Um fio de algodao foi inserido na regiao
subgengival nos segundos molares superiores e mantidos por 15 dias para inducéo

da doenca periodontal por meio do acumulo de placa bacteriana?3.

2.3 Obtencéao das pecgas

Apds o periodo correspondente os animais foram eutanaziados com
sobredose anestésica. As hemi-maxilas foram removidas e fixadas em formol
tamponado a 10% por um periodo minimo de 48 horas. Apds este periodo as pecas

foram lavadas em agua corrente e armazenadas em alcool 70%.

2.4 Analise Microtomografica

As pecas foram submetidas a analise por varredura de feixe de raios-X em um
sistema de microtomografia digital computadorizada. As amostras foram escaneadas
pelo microtomografo SkyScan (SkyScan 1176 Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica,
2003). As imagens foram rotacionadas e reposicionadas em uma orientacdo padrao
no Dataviewer software (SkyScan 1176, Aartselaar, Belgium, 2003) e com threshold
(65 a 180) foi estabilizado para distinguir tecido mineralizado usando o CTan/CTvol
software (Skyscan 1176, Aatselaar, Belgium, 2003). Inicialmente foi delimitada uma
primeira area de interesse (ROI- Region Of Interest) (ROI1) na regido do segundo
molar que compreendeu no sentido corono/apical a distancia de 1.000 micrometros a
partir do teto da furca e nas regides interproximais compreendeu até a tabua 0ssea
vestibular e palatina e as raizes dos dentes vizinhos (FIGURA 2). O segundo ROI
(ROI2) foi obtido na mesma regido anatdomica do ROI1, mas circundando somente as
raizes do molar. Para obter a percentagem de volume ésseo, ROI2 foi subtraido do
ROI1%L,

2.5 Analise Histoldgica, Histométrica, Estereométrica
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Apos o periodo de fixacdo e realizacdo da microtomografia computadorizada,
as pecas foram lavadas em agua corrente por 24h e descalcificadas com EDTA,
lavadas, desidratadas em alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Foram
obtidos cortes seriados de 5um de espessura na diregéo vestibulo-palatino no sentido
do longo eixo dos dentes. Foram obtidas laminas para analise histologica, histométrica
e estereométrica, que foram coradas com hematoxilina-eosina (HE) e Tricbmio de

Masson?!,

2.5.1 Analise Histolégica

As laminas foram posicionadas no microscépio Optico DIASTAR (Leica
Reichert & Jung produts, Germany) com suporte do microscopio DXC-1107 A/107 AP
video camera (Sony electronic Inc, Japan) com objetiva para aumento de 4.0/10 vezes
foram obtidas imagens das regifes interproximais mesial e distal dos dentes
abrangendo do epitélio até a crista 6ssea. Nas imagens obtidas foram analisadas as
reacoes inflamatdrias do tecido conjuntivo, processos de reabsorcdo Ossea e
neoformacdo tecidual, por um examinador treinado e cego para 0S Qrupos

experimentais.

2.5.2 Analise Histométrica e Estereométrica

Foram selecionadas 4 laminas de cada amostra para mensuracdo da
quantidade de tecido 6sseo na regido de furca e interproximal. As laminas
correspondiam as regides iniciais, medianas e finais de cada dente. Foram obtidas
fotomicrografias da regido de furca (teto da furca) e interproximal (juncdo cemento-
esmalte até crista 6ssea) através do microscoépio 6ptico DIASTAR (Leica Reichert &
Jung produts, Germany) com suporte de DXC-1107 A/107 AP video camera (Sony
electronic Inc, Japan) em um aumento de 40X e analisadas através do programa
Image J — FIJI (version 1.48B — National Institutes of Health, USA). Para andlise
interproximal, foi obtida a distancia da juncdo cemento-esmalte a crista déssea na
mesial e distal do molar. Para avaliacdo da area de furca, medidas foram realizadas
da regido do teto da furca até 1000um no sentido do apice da raiz e delimitados pelas
raizes do dente. Apos a delimitacdo da area, a quantidade de tecido 6sseo da regido
foi obtida?!. As laminas foram avaliadas por um examinador cego e treinado.
Com as mesmas imagens anteriores, um examinador cego e treinado foi determinada

a densidade volumétrica relativa (ou proporgéo) dos seguintes componentes teciduais:



43

0sso, fibroblastos, células inflamatdrias e vasos sanguineos das regides de furca e
interproximal. Através do software Image J — Launcher software (version 1.48B —
National Institutes of Health, USA) uma grade foi confeccionada com 30.000 um2 de
area, apresentando 50 pontos coincidentes das intersecc¢des das linhas horizontais e
verticais e posicionada entre a crista 0ssea e o epitélio. As células presentes sobre
cada interseccdo foram definidas e realizadas uma analise percentual de cada
componente tecidual em relacdo ao numero total de pontos contados por periodo
experimental, a identificacdo das células foi baseada nas caracteristicas

morfolégicas?®*.

2.5.3 Analise Estatistica

Como os dados das analises microtomografica e histométricas foram numéricos, o
teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para confirmar que os dados de todas as andlises
se distribuiram de acordo com a normalidade. Devido a isso, 0 teste paramétrico de
two-way Anova complementado pelo teste de Tukey foi utilizado para a analise
inferencial dos dados relacionando as variaveis independentes tratamento (CTR, ALD
e STR) vs. Periodo de avaliacéo (7, 15 e 30 dias). O software GraphPad Prism 6 (San
Diego, CA, USA) fui utilizado para execucao da andlise estatistica desse estudo, e

todos os testes foram aplicados ao nivel de significancia de 5%.

3 Resultados
3.1 Andlise microtomografica.
O grupo ALD obteve uma porcentagem de volume ésseo significantemente

maior em relacéo ao grupo STR e CTR (Figura 2).

3.2 Analise Histométrica
3.2.1 Perda 6ssea proximal

Houve diferenca estatistica entre todos os grupos. Grupo controle apresentou
maior perda 6ssea na regido interproximal, seguido pelo grupo ALD e STR. (Figura
3n).

3.2.2 Perda 6ssearegido de furca no segundo molar
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O gruo ALD apresentou uma maior preservacao de tecido 6sseo na regido de
furca em relacdo aos demais grupos (p<0,05). Os grupos ALD e STR néo

apresentaram diferencas significativas (Figura 3s).

3.3 Andlise histoldgica

Houve presenca de células inflamatérias (Figura 3 a-b-c-m) em todos os
grupos, com maior quantidade no grupo STR (Figura 3 a-m). No Grupo CTR essas
células estavam associadas a reabsorcédo 0ssea na regido interproximal e na regiao
de furca, com a presenca de osteoclastos, tecido 6sseo com a presenca de ostedcitos
vital (Figura 3 A-D-G). J& no grupo STR e ALD as células inflamatdrias, localizavam-
se proximas as areas de reabsorcdo 6ssea presentes na regido interproximal e de
furca (Figura 3 B-C). A matriz de tecido conjuntivo foi encontrada em maior quantidade
no grupo STR (Figura 3 M), nesse grupo a matriz de tecido conjuntivo de reparacao
se encontravam em dareas basais com a presenca de ostedcitos e osteoblastos,
confirmando a vitalidade tecidual (Figura 3 F-I), essa caracteristica foi confirmada pela
coloracdo Masson, onde no grupo estréncio apresentava mais fibras colagenas que
os demais grupos (Figura 3 J-K-L). O grupo ALD, apresentava-se pequenas areas de
reabsorcdo 0ssea na regido interproximal e na regido de furca, em alguns pontos o
tecido 6sseo presente na regiao de furca apresentava-se desvitalizado, ou seja, com
auséncia de osteocitos, foram encontradas poucas quantidades de osteoclastos
comparados aos demais grupos (Figura 3 E-H). A quantidade presente de fibroblastos

e vasos sanguineos nao se diferenciaram entre os grupos (Figura 3 O-P).

4 Discusséo

A destruicdo dos tecidos periodontais na doenca periodontal é caracterizada
pelo desequilibrio entre a resposta imune do hospedeiro e a flora bacteriana
subgengival. Varios tratamentos e terapias adjuvantes ao tratamento de raspagem
periodontal foram estudados recentemente para a prevencdo e tratamento da
progressao da periodontite, mas ainda néo se tem estabelecido um protocolo definitivo
e eficiente??3, O presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia de
medicamentos antirreabsortivos, alendronato e ranelato de estroncio, na periodontite

experimental em ratos.
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Microtomograficamente, a dosagem de ALD administrada antes da inducéo da
DP influenciou aumentando o volume 0sseo presente na regido de interesse em
relacdo aos demais grupos, sendo confirmada histometricamente com os resultados
de perda dssea interproximal e regido de furca. Achados semelhantes foram
encontrados nos estudos de Camacho-Alonso et al.?® (2018), que observaram através
da analise microtomografica que a densidade O0ssea é maior em tratamentos
associados ao alendronato. Price et al.?® (2013), também avaliou o efeito da
administracao de alendronato na prevencao da periodontite experimental e relataram
a prevencdo da perda da densidade Ossea alveolar nos grupos em que foram
administrados alendronato. Por sua vez, o grupo STR, microtomograficamente,
apresentou menor quantidade de volume 6sseo em relacdo ao ALD, porém um pouco
maior quantidade que o grupo CTR, porém avaliando a perda Ossea linear
interproximal e regido de furca ndo obteve diferencas significativas em relacdo ao
grupo CTR. Resultados semelhantes foram encontrados nos estudos de Kakaran et
al.?” (2017), que avaliou que o efeito do estroncio ndo foi capaz de prevenir a perda
O0ssea induzida por ligaduras em ratos normais em uma concentracdo de 625
mg/kg/dia, apenas com uma dose mais alta (900 mg/kg/dia) foi possivel encontrar
resultados na diminuicdo da perda éssea por ligaduras. Em contraste, Marins et al.?8
(2020) realizaram primeiramente a ovariectomia para simular a deficiéncia de
estrogénio juntamente com a inducéo da doenca periodontal e seu tratamento com a
administracdo de ranelato de estroncio 625mg/kg/dia foi possivel verificar uma
diminuicdo da perda éssea alveolar. Portanto, os efeitos do ranelato de estréncio na
perda 6ssea induzida por ligadura ainda sédo controversos.

Analisando histologicamente os tipos e quantidade celulares entre grupos,
pode-se observar que a administracao do uso cronico dos medicamentos néo impediu
o aparecimento da DP, foi possivel observar em todos os grupos, grande quantidade
de tecidos inflamatorios e areas de reabsorcdo 6ssea interproximal e regido de furca,
embora em niveis e caracteristicas diferentes entre os grupos. O grupo ALD, como
previsto nos estudos de bisfosfonatos relacionados a DP 191125 manteve as cristas
Osseas alveolares e maior quantidade de tecido 6sseo na regido de furca, porém em
algumas regides esses tecidos apresentavam sem vitalidade, ou seja, sem a presenca
de ostedcitos. Moreira et al.?° (2014), Ozdemir et al.*® (2012), de Almeida et al.}t
(2015), observaram a presenca de tecido 0sseo necrotico e descrevem que esta

ocorréncia pode ser relacionada a presengca de contaminagdo bacteriana e
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inflamacéo?3!. Foi encontrado tecido de reparacgéo presente em todos 0s grupos, porém
a maior quantidade de matriz de tecido conjuntivo foi encontrada no grupo STR e sua
confirmagéo realizada pela coloragdo de Masson, foi observado também grande
quantidade de osteoblastos presentes na regidao de furca, tal achado pode ser
explicado pelos mecanismos de acéo do estroncio na remodelagdo 6ssea '°18, além
de promover a diminuicdo da reabsorcéo 6ssea, atuando na inibicdo da diferenciacao
e apoptose de osteoclastos, o medicamento também atua na formacgéo 6ssea, a favor
do aumento da atividade pré-osteoblastica e consequente formacéo de osteoblastos?®.
Outros estudos que comparam a influéncia do estréncio na DP, encontraram que 0
estroncio foi capaz de produzir uma atividade pré-osteoblastica e ndo teve efeito na
reducdo da inflamacéo local®’. Foram encontradas no grupo controle muitas lacunas
de reabsorcao e a presenca de osteoclastos, pouco encontradas nos demais grupos,
onde pode-se observar que a DP no grupo CTR foi mais acentuada em relacdo aos
demais grupos, caracterizando especificamente a DP.

O uso de ratos para o estudo de periodontite experimental tem sido utilizado
e fornece um modelo altamente reprodutivel para avaliar a progressao e tratamento
da periodontite, pois é facil manusear, baixo custo e resposta biolégica semelhante a
humanos®¢. O modelo de ligadura para induzir a periodontite é fundamental para
relacdes de causa e efeito, 0 acumulo de bactérias na ligadura leva a uma inflamacéo
cronica, gerando um desequilibrio na resposta do hospedeiro levando a perda 6ssea
alveolar, semelhante a periodontite em humanos®.

Alguns fatores na metodologia experimental deste estudo devem ser
analisados, como a utlizacdo dos medicamentos antirreabsortivos em ratos
sistemicamente saudaveis, usualmente esses medicamentos sdo utilizados em
pacientes que apresentam alguma alteracdo do metabolismo 6sseo, osteoporose,
osteopenia, canceres 0sseos, porém, neste estudo foi testado como um medicamento
para atuar na modulagéo do hospedeiro com objetivo de promover menor reabsor¢ao
0ssea causada. O tempo de administracédo dos medicamentos também pode contribuir
para isso, pois sdo medicamentos de uso crénico com efeito a longo prazo, embora o
metabolismo dos ratos seja maior que o humano, o tempo de administracdo do
medicamento pode ter prejudicado sua acdo frente a resposta esperada do
metabolismo 6sseo. Apesar da maioria dos estudos empregarem o acido zoledronico
como bisfosfonatos de maior poténcia antirreabsortiva?®2, o alendronato foi utilizado

por ser o antirreabsortivo mais prescrito para tratamento e prevencao de doencas
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6sseas®3. O uso do ranelato de estroncio foi considerado por ser atualmente um
medicamento antirreabsortivo promissor, pois atua tanto na reabsorcéo, quanto na
formagcdo Ossea, e vem sendo utilizado em estudos relacionados as doencas

periodontaistl:27:29.34,

5 Concluséo

Baseado nos resultados deste estudo pode se concluir que a administracédo
dos medicamentos antirreabsortivos ndo evitou o aparecimento da doenca periodontal
induzida, porém ajudaram na diminuicdo da perda 0ssea alveolar causadas pela DP.
O alendronato obteve areas de osteonecrose leve e 0 STR maior area de tecido 6sseo

em formacao.
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Figura 3 — As imagens histolégicas mostram as caracteristicas teciduais periodontais nos
grupos CTR, ALD, EST, nos aumentos de 2,5x, 20x, 40x na coloracdo Hematoxilina/Eosina
(A-1) e Masson (K-M) e os graficos mostram resultados da analise estereometrica da
guantidade presente de células inflamatérias (M), matriz de tecido conjuntivo (N), fibroblastos
(0), vasos sanguineos (P). Siglas: IF = infiltrado inflamatério, VB= tecido 6sseo vital, NB=
tecido 6sseo necrotico, TC= matriz de tecido conjuntivo, OB = osteoblastos, OC= osteoclastos.
Observa-se nas imagens A, B, C infiltrado inflamatério na regiao interporximal em todos os
grupos, uma maior quantidade no grupo CTR. Nos grupos CTR e STR encontrou-se sempre
tecido Gsseo vital (D, F, G, ), ja no grupo ALD observou-se alguns pontos de tecido 6ésseo
necrético (E, H). Observou-se maior quantidade de matriz de tecido conjuntivo de reparacdo
no grupo STR (F,I,M) e esses resultados foram confirmados com a coloragédo masson (J,K,L),
onde observou-se grandes quantidades de fibras colagenas. A presenca de osteoblastos
também foi maior no grupo STR (I) e grandes quantidades de osteoclastos foram observadas
no grupo CTR (D). Todos os grupos apresentaram grandes quantidades de fibroblastos, e
também presenca de vasos sanguineos. As imagens R e S demostram quantidade 6ssea
inteproximal e da regido de furca analisadas linearmente por meio da andlise histométrica em
todos os grupos. Foi realizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk, posteriormente foi
realizado o teste One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey, (p<0,05).
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3.3 Artigo 3*

Influéncia sistémica do ranelato de estroncio e alendronato no tratamento da

doenca periodontal induzida

Resumo

Objetivo: O efeito dos medicamentos antirreabsortivos, como alendronato e ranelato
de estrbncio, é atuar sistemicamente na atividade osteoanabdlica e antirreabsortiva,
e isto tem mostrado grande aplicabilidade como terapia adjuvante ao tratamento
convencional das doencas periodontais (DP). Portanto, o objetivo deste estudo foi
avaliar se os medicamentos, alendronato (ALD) e ranelato de estréncio (STR)
influenciam no tratamento da DP induzida.

Métodos: 63 ratos machos foram induzidos a periodontite experimental por um periodo
de 15 dias e apds a instalacdo da DP foram submetidos ao tratamento de raspagem
e alisamento radicular (RAR). ApoOs esse periodo os animais foram divididos
randomicamente em 3 grupos: CTR — os animais foram submetidos a administracéo
diaria de solucéo salina (1mg/kg/dia) até o0 momento da eutandasia; ALD — os animais
submetidos a administracdo diaria de alendronato de sodio (1mg/kg/dia) diariamente
até a eutanasia; STR — animais submetidos a administracdo diaria de ranelato de
estroncio (625mg/kg) até a eutanasia. A eutanasia foi realizada nos periodos de 7, 15
e 30 dias ap6s o inicio da RAR. Analises microtomogréfica, histométrica, histologica e
morfométrica foram estatisticamente analisados.
Resultados: Em todos os grupos a DP foi instalada. No grupo ALD teve uma menor
perda éssea alveolar em comparacdo aos demais grupos, mostrado nas analises
microtomografica, histométrica e histoldgica, embora o grupo STR tenha mostrado
perda 0ssea alveolar interpoximal e na regido de furca, o tecido conjuntivo era mais
estruturado com a presencga de fibras colagenas, ndo foram observadas diferencas
celulares entre 0s grupos no periodo de 30 dias.
Concluséo: O ALD e STR néao impediu o aparecimento da DP, porem o ALD reduziu
a perda Ossea alveolar e 0 STR mostrou maior possibilidade de reparacao frente aos

demais grupos.

* Artigo redigido segundo as normas do Guia de Trabalhos Académicos da FOAr, adaptado das Normas
Vancouver.
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1 Introducéo

A periodontite ndo é considerada apenas uma infeccao bacteriana induzida
por biofilme, que acarreta destruicdo e perda de tecidos periodontais, ela esta
diretamente relacionada a interacdo dos sistemas inflamatérios e imunes de cada
individuo, que envolve as alteracdes da microbiota subgengival, agentes patolégicos
(biofilme, placa bacteriana), fatores genéticos e ambientais? .

O aumento da placa bacteriana leva a uma resposta do hospedeiro frente as
bactérias periodontopatogénicas, gerando um aumento dos niveis de inflamacéo 23
Essa resposta do hospedeiro ao biofilme também leva a alteragfes significativas da
microbiota, aumentando a proliferacdo de bactérias especificas em individuos
susceptiveis a doenca periodontal*® .

O principal foco do tratamento através da raspagem e boa higienizacéo bucal.
Mas com base nos conceitos de susceptibilidade do hospedeiro, uma nova estratégia
tem sido proposta para controlar a resposta inflamatéria por meio da modificacdo da
resposta do hospedeiro, como forma adjunta ao tratamento periodontal®.
Medicamentos, tais como o0 uso de antibidticos, como a doxiciclina, atuam como
agente modulador da resposta do hospedeiro’; os inibidores de catepsina K, previnem
a perda 6ssea alveolar &, os agentes naturais, como os flavandides, atuam como
agente terapéutico da doenca periodontal®; os agentes naturais como, o curcumin,
age como agente anti-inflamatério no tratamento da doenca?; os medicamentos
antirreabsortivos também tem sido utilizado como tratamento adjunto ao tratamento
periodontal convencional, agindo na modulacdo do hospedeirol-14

Os bisfosfonatos, sdo medicamentos antirreabsortivos, utilizados por
pacientes que apresentam doencas relacionadas ao metabolismo &sseo,
osteoporose, artrite reumatoide, canceres 6sseos. Eles agem inibindo a perda de
densidade Ossea mineral, através da inibicAo da proliferacdo de osteoclastos
impedindo a reabsorcdo Ossea'®!®, Os estudos utilizando este medicamento
relacionados ao tratamento da doencga periodontal, tem levado resultados satisfatérios
em relacdo a diminuicédo da perda éssea alveolartt1417,

O ranelato de estrbncio, vem sido considerados como novos agentes

antiosteoporoticos, pois tem a capacidade de agir tanto nos mecanismos de
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reabsorcéo 0ssea, através da diminuicdo da diferenciacdo de osteoclastos e apoptose
de osteoclastos, quanto nos mecanismos de formacdo Ossea, por meio da
estimulacdo de células pré-osteoblasticas e aumento da proliferacdo de
osteoblastos!®. Devido seus mecanismos de acdo, esse medicamento vem sendo
estudado no tratamento da doenca periodontal. Karakan et al.'# (2017), investigou os
efeitos do ranelato de estréncio na perda 6ssea alveolar em ratos com periodontite
experimental e encontrou relatos que o estroncio diminui a atividade osteoclastica;
Gusman et al.13 (2021), avaliaram os efeitos sistémicos do ranelato de estréncio tanto
na progressao, quanto no tratamento adjuvante na periodontite experimental e relatou
que o estréncio reduziu a perda éssea alveolar.

Devido ao fato desses medicamentos apresentarem caracteristicas
importantes para a reducdo de perda 0ssea alveolar eficazes na perda 6ssea alveolar,
o0 objetivo do nosso estudo é avaliar o processo de reparo 0sseo utilizando os
medicamentos: ranelato de estrbncio, alendronato no tratamento da doenca

periodontal.

2 Materiais e Métodos
2.1 Animais

63 ratos, machos, 3 meses de idade (Rattus Norvegicus, albinus, Holtzman),
massa corporal entre 190-210 gramas, mantidos no Biotério da Faculdade de
Odontologia da UNESP de Araraquara (FOAr-UNESP) foram usados. O protocolo
experimental foi aprovado pelo Comité de Etica Animal (processo n2 16/2018) da
Faculdade de Odontologia de Araraquara, Campus Araraquara, Universidade
Estadual do Estado de S&o Paulo.

Os animais foram divididos aleatoriamente em 3 grupos: 1) Controle (CTR),
inducéo da doenca periodontal e administracdo de soro fisiologico 1 mg/kg/dia até o
momento da eutanasia. 2) Alendronato (ALD), inducéao da DP por 15 dias, juntamente
com a administracao diaria alendronato de sodio 1 mg/kg/dia (ALCON Laboratorio,
Sé&o Paulo, SP, Brasil)'® até o momento da eutanasia. 3) Estroncio (EST), inducéo da
DP e administragéo diaria de Ranelato de Estréncio (Protos®, Laboratorios Servier do

Brasil) aplicado 625 mg/kg/dia®® por gavagem até o momento da eutanasia.

2.2 Periodontite Experimental
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Para todos os procedimentos cirdrgicos os animais foram anestesiados por
injecdo intramuscular de Cloridrato de Quetamina - 80 mg/kg de massa corporal
(Dopalen, Ceva, Séo Paulo) e Cloridrato de Xilazina (Anasedan, Ceva, S&o Paulo) - 7
mg/kg de massa corporal e a doenca periodontal foi induzida por meio da colocacgéo
de fio um de algoddo ao redor dos segundos molares superiores bilateralmente. A

ligadura foi mantida por 15 dias.

2.3 Tratamento Periodontal

Apos a remocao da ligadura foi realizado o tratamento periodontal com a
raspagem e o alisamento radicular por um operador treinado (FCG), realizada com o
uso de instrumentos manuais (mini Gracey 5-6, HuFriedy, USA). Na superficie
vestibular e lingual dos dentes foram realizados 10 movimentos de tracao disto-mesial
e nas proximais foram realizados movimentos de tracao cervical oclusal da mesma

curetal?.

2.4 Periodos Experimentais

Os animais foram eutanasiados com overdose de anestésico, e nos periodos
de 7, 15 e 30 dias ap6s a remocdao das ligaduras os animais foram eutanasiados. As
hemi-maxilas foram dissecadas e fixadas em paraformoldeido 4% por 48 horas.

2.5 Processamento Microtomografico

As hemi-maxilas foram armazenadas em alcool 70%, Em seguida as pecas foram
escaneadas pelo microtomégrafo SkyScan (SkyScan 1176 Bruker MicroCT,
Aatselaar, Bélgica, 2003). As imagens obtidas pela projecdo dos raios X nas amostras
foram armazenadas e reconstituidas pelo software NRecon. Essas imagens foram
rotacionadas e reposicionadas em uma orientacéo padréo, com o auxilio do software
DataViewer e salvas no plano coronal. Em seguida, o software CTAnalyser — CTAnN,
foi utilizado para a delimitacdo area de interesse (ROI- Region Of Interest).

2.6 Processamento histolégico
As amostras foram desmineralizadas em EDTA 10% e processada de maneira

convencional. Cortes semi seriados (4mm) foram obtidos no sentido vestibulo-
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palatino. Para cada amostra foi obtida 12 laminas, onde 6 laminas intercaladas foram
coradas com hematoxilina/eosina e trindbmio de masson. As imagens foram obtidas
por meio do microscépio Optico DIASTAR (Leica Reichert & Jung products, Germany)

com magnificacéo de 40X.

2.7 Anélise dos Resultados

Todas as andlises foram realizadas por um avaliador cego e calibrado para os
tratamentos realizados.

A analise microtomografica avaliou o volume de tecido 6sseo mineralizado
presente na regido dos segundos molares superiores, sendo determinadas por uma
area de interesse (ROI — Region of Interest). O primeiro ROI foi delimitado no sentido
corono/apical da regido do teto de furca até 1.000 micrometros no sentido apical até
suas limitagBes proximais com os dentes vizinhos, do qual, foi extraido o valor de
“tecido 6sseo” dado pela leitura do segundo ROI, que possuira a mesma delimitagao
anatémica, mas circundando apenas as raizes do segundo molar?L,

Na andlise histométrica foi avaliado a quantidade de tecido 6sseo na regido
de furca e proximais através da utilizacdo do software de imagens ImageJ - FUJI
(National Institutes of Health, USA). Para a realizacdo desta andlise foram
selecionadas 3 laminas de cada amostra de todos os grupos, equidistantes 50 pum
entre si. Em cada lamina foram analisados 1 corte. Com todos os dados obtidos por
peca, foi obtida um média para cada regido analisada. Para analise interproximal, foi
delimitado a distancia entre a crista 6ssea (CB) e a juncao cemento-esmalte (EJC) em
uma imagem de 40x (Figura 2A) foi analisada. Para avaliagdo de furca, foi
determinado desde o teto da furca para o apice da raiz, uma regido de 1000um, assim
foi medido as areas de tecido 6sseo encontradas (Figura 2B).

A andlise histolégica foi realizada uma descricdo dos tecidos periodontais
encontrados na regido de segundo molar apos os tratamentos realizados, foram
analisadas 3 laminas por amostra de todos os grupos, em aumentos de 5, 20 e 40x
através do microscépio 6ptico DIASTAR (Leica Reichert & Jung products, Germany).
Na andlise morfoldgica das regides supracrestais interproximais avaliou a quantidade
de: 1) células inflamatorias; 2) fibroblastos; 3) vasos sanguineos; 4) matriz de tecido
conjuntivo. Atraves do auxilio de um

microscopio de luz Leica DMLS (Leica - Reichert Diastar Products & Jung,
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Wetzlar, Germany) com magnitude de 40X. Utilizando o software ImageJ -
Launcher versdo 1.48b (National Institutes of Health, USA). Uma grade foi
confeccionada com 30.000 um2 de area, apresentando 50 pontos coincidentes
das intersecc¢fes das linhas horizontais e verticais. A grade foi posicionada sobre as
imagens histologicas relativas aos cortes de 3 laminas equidistantes 50 pum entre si,
por amostra. A grade foi posicionada sobre as areas: regides proximais supracrestais
do segundo molar e furca. As ceélulas presentes em cada interseccdo foi
contada. Em seguida, foi executada uma andlise percentual de cada componente
tecidual em relacdo ao numero total de pontos contados por grupo/periodo, de acordo

com 22,

2.8 Analise Estatistica

Como os dados das analises microtomografica e histométricas foram
numeéricos, o teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para confirmar que os dados de todas
as andlises se distribuiram de acordo com a normalidade. Devido a isso, o teste
paramétrico de two-way Anova complementado pelo teste de Tukey foi utilizado para
a analise inferencial dos dados relacionando as variaveis independentes tratamento
(CTR, ALD e STR) vs. Periodo de avaliacao (7, 15 e 30 dias). O software GraphPad
Prism 6 (San Diego, CA, USA) fui utilizado para execucéo da anélise estatistica desse

estudo, e todos os testes foram aplicados ao nivel de significancia de 5%.

3 Resultados
3.1 Micro CT

Na analise microtomografica, foi observado perda de volume ésseo alveolar
(BV) em todos os grupos. O grupo ALD apresentou maior quantidade de volume ésseo
presente e seu volume se estabilizou ao longo do tempo. Ja o grupo CTR apresentou
menor quantidade de volume 6sseo em relacdo aos demais grupos, porém obteve um
aumento de volume 6sseo com o passar do tempo. Ja o grupo STR apresentou menor
quantidade de volume 0sseo em relacéo ao ALD e maior quantidade de volume 0sseo
em relacdo ao CTR, e ndo obteve diferencas significativas nos periodos de 7, 15 e 30
dias (Grafico 1).
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Gréfico 1 — Analise Microtomogréfica para avaliacdo do volume de tecido 6sseo mineralizado
presente na regido dos segundos molares. Foi realizado teste de normalidade Shapiro-Wilk,

e apos pelo teste One-way ANOVA seguido de Tukey (p<0,05).
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3.2 Histométrica

Foi verificado que os animais do grupo CTR apresentaram maiores distancias
lineares da juncédo cemento esmalte até a crista 6ssea (ECJ-CB) do que os animais
do grupo STR e ALD em todos os periodos experimentais (p<0.05). Além disso, 0s
animais do grupo STR apresentaram maiores distancias lineares da ECJ-CB do que
0s animais do grupo ALD também em todos os periodos experimentais (p<0.05).
Foi verificado que néo houve diferencas entre os tratamentos na quantidade de 0sso
entre as furcas. Entretanto, foi observado uma maior quantidade de 0sso no periodo

de 15 dias comparado ao periodo de 7 dias nos animais do grupo ALD.
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Figura 1 — Avaliacdo da perda 6ssea interproximal e regido de fuca entre grupos. A perda
Ossea interproximal foi analisada. Para andlise interproximal, foram analisadas através de
fotografias com um aumento de 40x a distancia entre a crista 6ssea e a jun¢gdo cemento-
esmalte (Figuram 1 A). Para avaliacdo de furca, através de uma imagem da regido de furca
com um aumento de 40x, foi avaliada do teto da furca para o 4pice da raiz 1000um e
delimitados uma &rea na regido, e a partir dessa nova imagem foi desenhada e mencionada
as areas de tecido 0sseo encontradas (Figura 1B).
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3.3 Histolégica e Morfométrica

O grupo CTR apresentou mais ceélulas inflamatorias do que os grupos ALD e
STR em todos os periodos, e esse infiltrado inflamatorio se estendia em todo tecido
conjuntivo (Tabela 1). O grupo STR apresentou uma maior estruturacao da matriz de
tecido conjuntivo, em relacdo aos demais grupos, com quantidade moderada de
fibroblastos e fibras colagenas organizadas, confirmadas pela coloracdo de Masson
(Figura 3 J,K,L). O tecido 6sseo presente apresentou areas de reabsor¢cdo em todos
0S grupos, e apresentava-se totalmente vital, com a presenca de lacunas de
ostedcitos, nos grupos CTR e STR, ja o grupo ALD apresentou pequenas areas de
tecido 6sseo necrotico nas regides interproximais. Nos periodos de 7 dias pode

observar osteoclastos e osteoblastos ativos contornando as trabéculas dsseas, nos
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periodos 15 e 30 dias, no grupo STR foi possivel observar a presenca de osteoblastos
circundando as trabéculas 6sseas e no grupo ALD a presenca de osteoclastos com
nucleos picndticos, considerados inativos em sua fungéo, jA& no grupo CTR foi
observado a presenca de ambas as células em quantidades menores. Devido a
presenca de matriz de tecido conjuntivo e fibras colagenas o grupo STR apresentava-
se com areas de reparacao frente a doenca periodontal nos grupos de 15 e 30 dias

maiores do que os demais grupos.
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Figura 2 — Imagem microtomografica bidimensional (A, B, C), imagem histologica HE (D, E, F,
G, H, 1), imagem histolégica masson (J, K, L) do grupo CTR. As imagens D, E, F sdo imagens
com um aumento de 20X do teto da furca e as imagens G, H, |, imagens 20x supracrestais
representativas interproximais. As imagens confirmam a instalacdo da DP em todos os
periodos. Microtomograficamente, verifica-se uma maior perda 6ssea alveolar no periodo de
7 dias. Histologicamente, foi observado no periodo 7 dias um maior infiltrado inflamatdrio (if)
principalmente da regido interproximal (g, h, i), presenca de tecido 6sseo vital (bv), envoltos
de matriz de tecido conjuntivo (tc) (d, e, f, g, h, i), presenca da fibras colagenas (fb)
confirmadas na coloragéo masson (j,k,l).

CONTROL
uCT ~ HISTOLOGICA

7D

15D

30D




62

Figura 3 - Imagem microtomogréfica bidimensional (A, B, C), imagem histolégica HE (D, E, F,
G, H, ), imagem histoldgica masson (J, K, L) do grupo ALD. As imagens D, E, F sdo imagens
com um aumento de 20X do teto da furca e as imagens G, H, |, imagens 20x supracrestais
representativas interproximais. As imagens confirmam a instalacdo da DP em todos os
periodos. Nos periodos de 7 e 15 dias verificou-se um intenso infiltrado inflamataério (ig) (d, e,
g, h), presenca de matriz de tecido conjuntivo (tc) envoltos do tecido 0sseo vital (BV), as
imagens J, K, L, representam fibras coladgenas (fb) que nesse grupo se apresentam menos
intensas.
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Figura 4 - Imagem microtomogréfica bidimensional (A, B, C), imagem histolégica HE (D, E, F,
G, H, ), imagem histoldgica masson (J, K, L) do grupo ALD. As imagens D, E, F sdo imagens
com um aumento de 20X do teto da furca e as imagens G, H, |, imagens 20x supracrestais
representativas interproximais. As imagens confirmam a instalagdo da DP em todos os
periodos. O grupo STR apresentou grandes quantidade de matriz de tecido conjuntivo (tc) nas
areas de reabsorgéo 0ssea, com a presenca de abundantes fibras colagenas (fb) organizadas
e matriz ostedide confirmadas pela coloracdo masson, tecido 6sseo se apresentava vital (BV).
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Analisando a morfometria quantitativa das regifes supracrestais,
interproximais e area de furca foi verificado que o grupo CTR apresentou maior
quantidade de células inflamatérias em relagdo aos demais grupos (p<0.05). O grupo
STR apresentou menores quantidades de fibroblastos que 0s outros grupos em
ambos os periodos de avaliacdo (p<0.05), enquanto que o grupo ALD apresentou
menor quantidade desse elemento celular que o grupo CTR nos periodos de 15 e 30
dias (p<0.05). O grupo ALD apresentou maiores quantidades de vasos sanguineos
gue 0s outros grupos no periodo de 7 dias enquanto que o grupo CTR apresentou
maiores quantidades de vasos sanguineos que o grupo STR no periodo de 30 dias
(p<0.05). Por fim, o grupo STR apresentou maiores quantidades de matriz de tecido
conjuntivo que o grupo CTR e grupo ALD nos periodos de 7, 15 e 30 dias (p<0.05). A
tabela 1 expde os dados de média e desvio padrdo da analise estereométrica de todos

0S grupos e periodos de avaliacao.
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Tabela 1 - Média e desvio padrdo da analise estereométrica de todos 0s grupos e periodos
de avaliacdo. Analise percentual de cada componente tecidual presente na regido
suprecrestal interproximal e regido de furca: 1) células inflamatdrias; 2) fibroblastos; 3) vasos
sanguineos; 4) matriz de tecido conjuntivo.

Componente) /"|:Iy v.".- ./‘“4‘\'\U

CELULAS INFLAMATORIAS 22.53+3.21 25.27 +5.12 29.79+7.42
11.05 £ 13.76 16.78 £ 22.21 15.26 £9.30
11.05£21.92 11.22 £9.09 14.61+13.84

FIBROBLASTOS 44.62 +10.56 40.29+12.11 34.34+830
35.34 +14.89 25.22 +11.80 35.09+7.37

29.14 +5.23 19.27 £ 3.76 18.07 £ 9.06

VASOS SANGUINEOS 263+1.16 1.78 £ 1.42 3.18 £1.50
6.65+3.13 2.75+2.83 1.33+1.55

1.50 +2.62 2.42+2.75 1.01+1.51

MATRIZ DO CONJUNTIVO 32,77 +12.95 33.26+ 12.96 3242+5.18
46.96 + 10.79 55.24 + 15.03 48.32 +6.46
58.30+17.01 67.08 + 8.07 66.30 + 15.03

4 Discusséo

O desafio microbiano é o gatilho, mas ndo é suficiente para explicar a
progressado da DP. O tratamento convencional da DP € a eliminacdo da microbiota
presente na superficie dental por meio de raspagem e alisamento radicular.
Tratamentos sistémicos tem sido proposto como adjuvantes ao tratamento
convencional a fim de influenciar na modulacédo do hospedeiro’?23, Medicamentos
antirreabsortivos, como os bisfosfonatos e ranaleto de estroncio, devido suas
caracteristicas osteoanabolica e antirreabsortivas utilizadas nos tratamentos das
doencas relacionadas ao metabolismo 6sseo, vem sendo estudados como tratamento
adjuvante da DP apresentando resultados promissores!-14, Portanto, o objetivo deste
estudo foi avaliar a influéncia sistémica do alendronato e ranelato de estréncio como
tratamento adjuvante da periodontite experimental.

O alendronato de sédio € o medicamento mais prescrito no caso de doencgas
do metabolismo 6sseo e a alta dosagem utilizada foi estabelecida por meio de estudos
desses medicamentos em animais'#1°, O ranelato de estroncio foi utilizado por ser um
medicamento antirreabsortivo promissor e agir em uma via do metabolismo 0sseo

diferente do alendranato e ter um efeito duplo na remodelacdo 0ssea, inibindo a
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reabsorcao e estimulando a formacéo 6ssea®. A dosagem estabelecida no estudo de
625mg/kg/dia é a mesma nao téxica utilizada em adultos de 2g/diat*. Por meio dos
resultados de todas as analises observou-se a confirmacéo que a DP foi instalada em
todos os grupos.

Na analise microtomografica tridimensional pode-se observar que nos
periodos iniciais (7 e 15 dias) houve maior perda 6ssea no grupo controle, com
diferenca estatistica somente com o periodo de 7 dias com o grupo alendronato, todos
0S grupos apresentaram maior formacéo 6ssea aos 30 dias em relagao aos periodos
anteriores dentro do mesmo grupo. os estudos de %17 demonstraram uma diminui¢éo
da perda 6ssea na presenca do uso de alendronato nos tratamentos da doenca
periodontal. Zhang et al,>* (2014), onde avaliaram microtomograficamente que a
presenca de estréncio na regeneracdo de defeitos 6sseos alveolares induziu uma
maior mineralizacdo 6ssea comparada a cicatrizacdo normal de defeitos 6sseos.

Na analise histométrica, pode-se observar a diminuicdo da perda Ossea
interproximal nos grupos ALD e STR em relagdo ao grupo CTR, uma maior perda
Ossea foi encontrada no periodo 7 dias em todos 0s grupos, ja na regido de furca nao
obtiveram diferencas significativas ao comparar a presenca de tecido 6sseo em seu
interior. Goes et al.?> (2014), também avaliou os resultados do tratamento da DP
experimental com alendronato e detectou também uma menor perda &ssea
interproximal na analise histomorfométrica, 0 mesmo resultado foi encontrado por
Camacho- Alonso,!! (2018). Comparando os resultados do grupo STR o resultado ao
estudo de Karakan et al.*4 (2017), que avaliou o efeito de diferentes concentracdes de
ranelato de estréncio sistémico (300, 625, 900 mg/kg/dia) na perda 6ssea alveolar na
periodontite experimental, e observou uma menor perda 6ssea alveolar interproximal
no grupo SR900, porem todos os grupos em que foram tratados com estroncio
obtiveram resultados superiores ao controle.

Na analise descritiva e quantitativa histomorfométrica, células inflamatoérias
foram encontradas em todos os grupos e periodos, porem foi encontrado uma maior
guantidade de células inflamatérias no grupo CTR. Cantatore et al., 199926, descreveu
uma poderosa atividade anti-inflamatéria dos alendronatos por meio da inibi¢céo de IL-
1B, IL-6 e fator de necrose tumoral alfa, o que pode explicar uma menor atividade anti-
inflamatoria em relacdo ao grupo CTR. J& o estroncio pode apresentar efeitos anti-

inflamatérios ao reduzir os niveis de TNF-a no ganglio trigémeo. Souza et al. 20127,
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demostraram que o ranelato de estréncio elevou a expressao de eme-oxigenase (HO-
1) na periodontite experimental, gerando uma propriedade anti-inflamatoria desta
droga no periodonto. O grupo STR apresentou uma maior quantidade de matriz de
tecido conjuntivo organizada, com a presenca de fibras colagenas que aumentou com
0 passar do tempo, o grupo ALD apresentou maior quantidade de tecido conjuntivo
que o CTR e o grupo CTR apresentou uma maior quantidade de fibroblastos que todos
os grupos. Nos estudos de Karakan et al.}* (2017), e Gusman et al. 13 (2021),
encontraram propriedades histoldégicas semelhantes e associaram as propriedades
pré-osteoblasticas a favor da formacao 6ssea, nos grupos que continham tratamento
com estroncio. O tecido 6sseo presente em todos grupos apresentava-se vital, com a
presenca ostedcitos, no grupos STR pode observar aderidos as trabéculas ésseas a
presenca de osteoblastos ativos, podendo sugerir uma confirmacéo de sua atividade
a nivel 0ssea que é o aumento da ativacdo de células pré-osteoblasticas e
consequente aumento de osteoblastos®, e no grupo ALD a presentava-se
osteoclastos com nucleos picnéticos, ou seja inativos, podendo ser explicado pela
acao inibitéria de osteoclastos?.

Os modelos animais sdo necessarios para provar relacdes de causa e efeito
e testar o potencial de novas terapéuticas, limitados em estudos humanos. O modelo
de roedores € utilizado devido a semelhanca da resposta bioldégica entre ratos e
humanos, facil manuseio e baixo custo?®. A periodontite experimental por meio de
ligaduras subgengivalmente € altamente reprodutivel, pelo fato do acumulo de
bactérias no fio de seda.

As limitacdes desse estudo sao primeiramente encontradas na administracao
dos medicamentos em animais saudaveis, uma vez que esses medicamentos S&o
utilizados por individuos que apresentam uma doenca do metabolismo 6sseo, e € um
medicamento de uso cronico. A dosagem e tempo de administracdo do medicamento
também pode influenciar no tratamento. A dosagem do bisfosfonato utilizado foi
utilizado por Jee et al. 2 (2010), Conte-Neto et al*® (2013) e Camacho et al.!! (2017),
a razédo da alta dosagem comparada a dos humanos é devido a alta taxa metabdlica,
idade e via de absorcdo3°3! e a dosagem do ranelato de estroncio apesar de simular

a dosagem de um adulto.

5 Concluséao
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Os medicamentos antirreabsortivos nao influenciaram no aparecimento da
doenca periodontal, porém, tiveram interferéncia no processo de reparagédo apés o
tratamento periodontal.
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Resumo

Objetivos: O objetivo do nosso estudo foi avaliar a influéncia sistémica do alendronato
e ranelato de estroncio no tratamento da periodontite induzida.

Métodos: 63 ratos Wistar foram divididos aleatoriamente em 3 grupos: 1) Controle
(CTR)= solucdo salina (1mg/kg/dia); 2)Alendronato(ALD)= alendronato de soédio
(Img/kg/dia); 3) Estroncio(STR)= ranelato de estroncio 625 mg/kd/dia. No inicio do
tratamento os animais foram induzidos a doenca periodontal (DP) por meio de
ligaduras em um periodo de 15 dias, 7, 15 e 30 dias apds a remocéao das ligaduras os
animais foram eutanasiados. Analises microtomografica, histométrica, morfemétrica e
histoldgica descritiva foram realizadas.

Resultados: O grupo ALD apresentou maior % de volume 6sseo e menores % de
perda Ossea interproximal, no periodo 7 dias. O grupo STR apresentou maior
guantidade de tecido de reparacdo, matriz tecido conjuntivo com fibras colagenas
organizadas em todos os periodos. O CTR apresentou menor porcentagem de volume
0sseo em 7 dias e maior perda 6ssea interproximal em relacdo aos demais grupos.
Conclusédo: Os medicamentos alendronato e ranelato de estréncio promoveu uma
melhora das condi¢des periodontais de reparacédo frente a periodontite experimental,
porem mais estudos e analises precisam ser realizados para comprovacao da acao
desses medicamentos.

Palavras chaves: periodontite experimental, ranelato de estréncio, alendronato, perda

Ossea alveolar, modulacédo do hospedeiro

1 Introducéo

O desafio microbiano é o gatilho, mas ndo é suficiente para explicar a
progressdo da DP. A DP esta associada diretamente com resposta imune inflamatéria
exacerbada hospedeiro frente ao desafio microbiano disbiotico, essa cascata de
inflamacé&o leva a danos aos tecidos periodontais, causando a periodontite. O perfil
inflamatorio do paciente influencia na composicao do biofilme bacteriano, promovendo
a selecédo e enriquecimento dessas comunidades®. Dessa forma, a modulacdo da
resposta do hospedeiro pode ser uma alternativa viavel para o tratamento adjunto das
DP, devido ao fato que o controle da inflamacéo parece ter um papel central no
tratamento da periodontite, pois influencia tanto na disbiose quanto a progresséao da

doenca?.
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O tratamento periodontal convencional visa a eliminacdo do fator local da
doenca, ou seja, a eliminagdo das bactérias instaladas na superficie dentaria
supra/subgengival. Estratégias terapéuticas adicionais tem sido proposta ao
tratamento periodontal convencional a fim de modular a resposta do hospedeiro,
diminuindo o processo inflamatorio e/ou atuando em mecanismos 6sseos bioldgicos,
para inibir o processo de reabsor¢do 6ssea e/ou induzir a formacédo 6ssea?®.

Medicamentos antirreabsortivos utilizados na prevencédo e tratamento de
doencas 0sseas, atuam inibindo o processo de perda de densidade 6ssea mineral. Os
bisfosfonatos sédo antirreabsortivos, que se ligam aos cristais de hidroxiapatita da
matriz 6ssea mineralizada e sdo incorporadas por células clasticas, responsaveis pela
degradacdo da matriz éssea, promovendo a inibicdo de sua atividade®. Estudos
anteriores avaliaram o efeito dos bisfosfonatos na periodontite experimental e
mostraram que inibiu a reabsorcdo do osso alveolar por meio da inibicdo de
osteoclastos®®. O alendronato de sédio é atualmente o bisfosfonato mais prescrito em
humanos®. O estrdncio é um metal alcalino, ndo radioativo e esta localizado a baixo
do calcio na tabela periddica e por esse motivo apresentam semelhancas fisico-
guimicas com o célcio no metabolismo 6sseo, permitindo se incorporar na fase mineral
Ossea durante a ossificacdo ou remodelacdo trabeculares, além disso também
possuem papel importante na formacdo 0ssea através da ativacdo de osteoblastos e
na reabsorcédo 6ssea por meio da inativacdo da atividade de osteoclastos. Estudos
com ranelato de estroncio relacionado com doencas do metabolismo 6sseo tem
demonstrado o potencial desse medicamento no aumento da densidade Ossea,
resisténcia 0ssea e reducdo das fraturas vertebrais. Porém, poucas evidencias foram
publicadas sobre os efeitos do ranelato de estroncio na reducdo de perda Ossea
alveolar na periodontite experimental®1°.

Desse modo, o objetivo do nosso estudo foi avaliar a influéncia sistémica do

alendronato e ranelato estroncio no tratamento da periodontite experimental.

2 Material e Métodos
2.1 Cuidados animais

Os animais e procedimentos cirargicos foram tratados de acordo com as
diretrizes do Comité de Etica Animal (processo n® 16/2018) da Faculdade de

Odontologia de Araraquara, Campus Araraquara, Universidade Estadual do Estado
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de Séo Paulo. 63 ratos masculinos, (massa corporal entre 190-210 gramas, 3 meses
de idade (Rattus Norvegicus, albinus, Holtzman), foram utilizados e mantidos no
Biotério da Faculdade de Odontologia da UNESP de Araraquara (FOAr-UNESP).
Tamanho da amostra, randomizacdo e tamanho dos grupos foi realizado através do
teste de anova, levando-se em consideracdo uma diferenca de 12% entre as médias
para a ocorréncia de diferencas estatisticamente significativas entre os grupos e um
desvio padréo de 5%. A utilizacdo de 7 amostras por periodo foi suficiente para
obtengao de um poder 3 de 0.80 e poder a de 0.05.

Os animais foram atribuidos a trés grupos experimentais:

Grupo CTR - indugédo da periodontite experimental e administragao sistémica de
solucéo salina fisiologica

Grupo ALD - inducédo periodontite experimental e administracdo sistémica de
alendronato de sodio

Grupo STR - periodontite experimental e administragdo sistémica de ranelato de
estroncio

Todos os grupos foram avaliados em 3 periodos 7, 15 e 30 dias.

2.2 Anestesia

Intervencdes cirurgia foram realizadas por meio de anestesia geral por via
intramuscular com cloridrato de xilazina (Dopalen, Ceva, Sdo Paulo) (6 mg / kg de
peso corporal) e cloridrato de cetamina (Anasedan, Ceva, Sédo Paulo) (70 mg / kg de

peso corporal)

2.3 Inducéo da Periodontite Experimental
No inicio do periodo experimental foi induzida a periodontite por meio da
insercao do fio de seda no segundo molar superior bilateralmente, apés 15 dias houve

a remocdo do fiol?.

2.4 Tratamento Sistémico

No grupo CTR foi administrada a solucéo salina fisiolégica 1 mg/kg/dia. No
grupo ALD foi administrada por via subcutanea o alendronato de sédio (ALCON
Laboratério, Sdo Paulo, SP, Brasil)'? dissolvido em agua destilada até a concentracdo

1 mg/kg diariamente. No grupo STR, ranelato de estroncio foi dissolvido em agua
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destilada na dosagem de 625 mg/kg (Protos®, Laboratorios Servier do Brasil) e a
suspensdo foi administrada por gavagem gastrica diariamente!3. A administracdo

comecou no inicio do periodo experimental e continuou até o momento da eutanasia.

2.5 Eutanasia
A eutanasia foi realizada nos periodos de 7, 15 e 30 dias ap6s a remocédo das
ligaduras, por injecéo intramuscular de quetamina (70mg/kg) e xilazina (6mg/kg).

2.6 Processamento tecidual

As hemi-maxilas foram dissecadas e fixadas em paraformoldeido 4% por 48
horas. Posteriormente as amostras foram levadas ao processamento
microtomografico, onde foram armazenadas em alcool 70%, e submetidas a analise
por varredura de feixe de raios-X em um sistema de Microtomografia digital
computadorizada. Ap6s a passagem pela microtomgrafia, as amostras foram
desmineralizadas em uma solucdo tamponada de acido etilenodiaminetetraacético
(EDTA), e submetidas ao processamento histolégico com a incorporacéo de parafina.
Em cada amostra foram realizados cortes semi seriados (4mm) foram obtidas da
regido de furca no sentido disto-mesial. Cada amostra foi obtida 12 laminas, onde 6
laminas intercaladas foram coradas com hematoxilina e eosina (H&E) e trinbmio de
masson. As imagens foram obtidas por meio do microscépio 6ptico DIASTAR (Leica

Reichert & Jung products, Germany) com magnificacdo de 10X e 40X.

2.7 Anélise dos Resultados

Todas as andlises foram realizadas por um avaliador cego e calibrado para os
tratamentos realizados.

A analise microtomografica avaliou a porcentagem de volume de tecido 0sseo
mineralizado presente na regido dos segundos molares superiores, as pecas foram
scaneadas por um microtomografo (Skycan 1176 Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica,
2003). As imagens obtidas foram reconstruidas pelo software NRecon, através de
outro software DataViewer foram reposicionadas e salvas no plano coronal, para
delimitacdo da area de interesse (ROI- Region of Interest) e calculo do volume 6sseo
foi utilizado o programa Ctan. Para delimitacdo da porcentagem de volume 0sseo da

regido do segundo molar superior foi estabelecido um threshold de 65-180 tons de



75

cinza e delimitado o primeiro ROI no sentido corono/apical desenhada do teto da furca
até 1000 micrometros e raizes dos dentes vizinhos como limitagdes interproximais, o
segundo ROI desenhado conforme delimitacdo anatdmica das raizes. Para obtencao
da porcentagem de volume 6sseo (BV) presente na regido foi delimitado o primeiro
ROI (area total da regido), o segundo ROI (area das raizes).

Andlise Histométrica avaliou a porcentagem de perda Ossea alveolar
interproximal e a porcentagem de tecido 0sseo na regido de furca através de
mensuracdes utilizando o software de imagens ImageJ - FIJI versdo 1.48b (National
Institutes of Health, USA), selecionando 3 laminas de cada amostra de todos o0s
grupos, equidistantes 50 um entre si. Para analise interproximal foi medido a distancia
da crista 6ssea alveolar (BC) até a juncdo cemento esmalte (EJC) em uma fotografia
com o aumento de 5x, e para regido de furca foi realizado uma fotografia com um
aumento de 20x, e estabelecido um padrdo de 1000 um do teto da furca até o apice
do dente, e assim calculado todo volume ésseo no seu interior.

Andlise Histolégica foi realizada uma descricdo dos tecidos periodontais
encontrados na regido de segundo molar superior utilizando 3 laminas por amostra de
cada grupo e periodo, em aumentos de 5, 20 e 40x através do microscopio optico
DIASTAR (Leica Reichert & Jung products, Germany).

Na andlise morfolégica das regides supracrestais interproximais avaliou 0s
seguintes parametros: 1) células inflamatérias; 2) quantidade de fibroblastos; 3) vasos
sanguineos; 4) matriz de tecido conjuntivo. Através do auxilio de um
microscépio de luz Leica DMLS (Leica - Reichert Diastar Products & Jung,
Wetzlar, Germany) com magnitude de 40X. Utilizando o software FIJI - ImageJ -
Launcher versdo 1.48b (National Institutes of Health, USA), uma grade foi
confeccionada com 30.000 ym2, apresentando 50 pontos de intersec¢des por meio
de linhas verticais e horizontais. Esta grade foi posicionada sobre as areas: regibes
proximais supracrestais do segundo molar e no teto da furca. As células presentes em
cada interseccao foram contadas. Em seguida, foi realizado o percentual de cada

componente tecidual presentes nas imagens, de acordo com?*4.

2.8 Andlise Estatistica
Os dados das analises microtomografica e histométricas foram numericos, o

teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para confirmar que os dados de todas as andlises
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se distribuiram de acordo com a normalidade. Devido a isso, o teste paramétrico de
two-way anova complementado pelo teste de Tukey foi utilizado para a analise
inferencial dos dados relacionando as variaveis independentes tratamento (CTR, ALD
e STR) vs. Periodo de avaliacéo (7, 15 e 30 dias). O software GraphPad Prism 6 (San
Diego, CA, USA) fui utilizado para execucdo da andlise estatistica desse estudo, e

todos os testes foram aplicados ao nivel de significancia de 5%.

3 Resultados
3.1uCT

Foi verificado que os dados de BV/TV (volume dOsseo/volume tecidual) %
apenas no periodo 7 dias o grupo ALD obteve maiores valores de volume 6sseo em
relacdo aos demais grupos, e nos periodos de 15 e 30 dias a porcentagem de BV/TV%
nao foram diferentes entre os distintos tipos de tratamento (Figura 1).
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Figura 1 - Imagens Microtomogréficas: tridimensionais, sagitais e coronais, de todos os grupos
e periodos. O grafico representa a média e desvio padréo dos dados de BV/TV% de todos 0s
grupos e periodos de avaliacdo. Foi verificado que o grupo CTR 7 dias apresentou menor
quantidade de tecido ésseo em relacdo aos demais grupos e periodos, e o grupo ALD
apresentou uma maior quantidade BV em relagc&o aos demais grupos.
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3.2 Histometria

Foi verificado que os animais do grupo CTR apresentaram maiores distancias
lineares da ECJ-CB do que os animais do grupo ALD em todos os periodos
experimentais (p<0.05) e que os animais do grupo STR nos periodos de 15 e 30 dias
(p <0.05). Além disso, os animais do grupo ALD apresentaram menores distancias
lineares da ECJ-CB do que os animais do grupo STR no periodo de 7 dias (p<0.05).
Os animais do grupo STR apresentaram menores valores de ECJ-CB no periodo de

15 dias em comparacao ao periodo de 7 dias (p<0.05). (Grafico 2).

Grafico 2 - Média e desvio padrdo dos dados da juncdo cemento-esmalte até a crista 0ssa
alveolar: ECJ-CB (um) de todos os grupos e periodos de avaliagcao. *p<0.05; ** p < 0.01; ***
p < 0.001 — Diferengas entre os tratamentos — Teste de two-way Anova complementado pelo
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teste de Tukey. O grupo CTR apresentou uma maior quantidade de perda dssea interproximal
em relacdo aos demais grupos. O Grupo STR obteve maior perda 6ssea interproximal em
relacdo ao ALD, que por sua vez apresentou menor perda 6ssea interproximal comparado
aos demais grupos e periodos.

*%
f oy 1
I ke 1
|
1
1500~
- O 7 days
_ b Em 15 days
ilOOO- T ab EE 30days
0 a
Q
g
O 500
Y
0

CTR ALD STR

Na analise da quantidade de tecido 6sseo no interior da furca foi verificado
gue os animais do grupo CTR apresentaram menores quantidade de 0sso entre as
furcas que os animais do grupo ALD e STR aos 7 dias (p<0.05) e maior quantidade
de 0sso que 0s animais do grupo ALD aos 15 dias (p<0.05). Além disso, foi observado
uma maior quantidade de osso no periodo de 15 dias comparado ao periodo de 7 dias

nos animais do grupo CTR (Gréfico 3).

Gréfico 3 - Média e desvio padréo dos dados de % osso na furca de todos os grupos e
periodos de avaliagdo. *p<0.05; ** p < 0.01 — Diferencas entre os tratamentos; Letras
diferentes representes diferencas estatisticamente significativas dentro de cada tratamento
variando-se os periodos de avaliacdo - Teste de two-way Anova complementado pelo teste
de Tukey. O grupo CTR apresentou uma menor quantidade de tecido 6sseo no periodo de 7
dias, em relacdo aos demais periodos e menor quantidade de tecido ésseo do que os demais
grupos. O grupo STR no periodo de 7 dias apresentou maior quantidade de tecido 6sseo no
interior da furca em relacdo aos demais grupos.
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3.3 Histologia e Morfometria

No periodo 7 dias foi observado uma maior quantidade de células
inflamatorias em relacdo aos demais periodos em todos 0s grupos, no periodo de 15
e 30 dias esse infiltrado se estabilizou n&o conseguindo observar diferencas
histoldgicas entre os grupos. Pode-se observar em todos os grupos e periodos que o
tecido 6sseo na regido de furca e regido interproximal apresentava-se com areas de
reabsorcdo o que diferenciou entre eles é que o grupo CTR tinha a presenca de
osteoclastos e osteoblastos circundando o tecido 6sseo em uma processo de
remodelacdo Ossea, o grupo STR pode-se observar corddes de osteoblastos
contornando as trabéculas 6sseas e ALD a presenca de inUmeros osteoblastos com
ndcleos picndticos, o que considera a inativacdo da célula, ainda no grupo ALD foi
possivel observar que o tecido das cristas 0sseas interproximais apresentava-se sem
ostedcitos, podendo ser considerados necroticos, envoltos de células inflamatorias.
Observou-se areas de reparacao tecidual em todos os periodos, mas principalmente
nos periodos de 15 e 30 dias, o grupo STR apresentou maiores areas de matriz de
tecido conjuntivo com a presenca de fibras colagenas que se apresentam-se
organizadas em relag&o aos demais grupos.

Na analise quantitativa de células na regido suprecrestal interproximal e
regido de furca observo-se que os animais do grupo STR apresentaram menores
guantidades de células inflamatdrias que os outros grupos no periodo de 15 e 30 dias
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(p < 0.05). Além disso, 0 grupo STR apresentou maiores quantidade de matriz de
conjuntivo e menores quantidades de fibroblastos que os outros grupos em todos os
periodos de avaliagdo (p<0.05). O grupo CTR apresentou menores quantidades de
vasos sanguineos que o0s outros grupos aos 7 dias (p<0.05) e menores quantidades
de células inflamatérias do que o grupo ALD aos 7 dias (p<0.05). O grupo CTR
também apresentou maior quantidade de matriz de tecido conjuntivo que o grupo ALD
aos 7 dias (p<0.05). A tabela 1 expbe os dados de média e desvio padrdo da anélise

estereométrica de todos os grupos e periodos de avaliacao.
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Figura 1 — Microfotografia dos segundos molares superiores e suas estruturas periodontais.
Imagens A, C, E, G, |, K, M, O, Q representam a regido de furcaeasB,D,F,H,J,L,N, P, R
imagens representativas interproximais, com aumento de 20x. No periodo 7 dias em todos os
grupos apresentavam uma maior quantidade de células inflamatérias (if) e menor quantidade
de tecido 6sseo no interior da furca em comparacdo aos demais periodos. Em todos os
periodos foram encontradas crista 6ssea interproximal finas e areas de reabsorcéo (flecha
azul), e no grupo ALD as pontas das cristas apresenta lacunas de ostedcitos vazios (BN).
Matriz de tecido conjuntivo (tc) encontrado envoltos as trabéculas ésseas presentes,
preenchendo as areas de reabsorcdo (seta azul), no grupo STR as fibras colagenas
apresentam mais organizadas. No grupo CTR e ALD apresentaram visivelmente osteoclastos
(oc), no grupo ALD estas células estavam com nucleos picnéticos, ja no grupo STR foram
observados cord@es de osteoblastos (ob) aderidos ao tecido 6sseo presente.
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Figura 2 — Imagens representativas histolégicas com a coloragdo Masson. Foi observado a
presenca de matriz osteéide com fibras colagenas organizadas no grupo STR em maior
evidencia em relacéo aos demais grupos, o CTR apresentou fibras colagenas desorganizadas
e 0 ALD apresentou menor quantidades de fibras coldgenas desorganizadas em comparagao
aos demais grupos.

Tabela 1: Média e desvio padrdo da andlise estereométrica de todos os grupos e periodos de
avaliacdo. Tabela representa a poscentagem de caracteristicas celulares suprecrestal e
interior de furca dos respectivos grupos e periodos: % celulas inflamatérias, % fibroblastos, %
vasos sanguineos e % matriz de tecido conjuntivo.

GRUPOS/PERIODOS | COMPONENTE 7 DIAS mm
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4 Discusséo

A destruicdo do tecido periodontal se inicia com a resposta imune do
hospedeiro, essa resposta esta relacionada com a flora bacteriana subgengival. No
momento em que as bactérias periodonto patogénicas superam 0s mecanismos de
defesa do hospedeiro causam a progressdo da DP>17 | Varios medicamentos tem
sido usados recentemente atuando na resposta do hospedeiro a fim de prevenir a
progressao da DP. O alendronato de sodio, € o bisfosfonato mais utilizado em doencas
relacionadas ao metabolismo 6ésseo®. Sua eficacia esta descrita através de duas
propriedades chaves: forte habilidade de se ligar ao 0sso mineralizado e sua
capacidade de produzir um efeito inibitério em osteoclastos maduros'®. Uma vez
administrados, eles se ligam aos cristais de hidroxiapatita de matriz mineralizada e
sdo incorporados pelas células clasticas a medida que degradam a matriz!8. Foi nos
altimos anos muito estudado como modulador do hospedeiro em DP, porém suas
caracteristicas teciduais de osteonecrose dos maxilares, tem buscado outras
alternativas de tratamento!®?3, A dosagem utilizada para o desenvolvimento de
osteonecrose pds extracdo em animais foi de 1 mg/kg/dial?, a mesma utilizada em
nosso estudo para verificar se com uma dosagem maior melhora os efeitos de inibicao
de reabsor¢cdo em DP.

O ranelato de estréncio, novo farmaco antirreabsortivo usado para tratamento
de osteoporose, possui um mecanismo de acao 6ssea diferente dos bisfosfonatos, por
isso sua utilizacao. Por possuir um mimetismo estrutural com o calcio, 0 organismo o
incorpora em seus tecidos 6sseos e dentes, assim ele possui acéo tanto na formacéao
0ssea, como prevenindo a reabsorgdo Ossea. O estréncio tem a capacidade de
diminuir a atividade dos osteoclastos, induzir a apoptose e diferenciacdo de
osteoclastos, resultando um uma diminuicdo da reabsorcéo 6ssea, por outro lado ele
aumenta a replicacéo de células pré-osteoblasticas e secundariamente a atividade de
células funcionais e sintese de matriz 6ssea, estimula a sintese de DNA e sintese
colageno 6sseo, classificado como um farmaco formador de osso'C. Lavet et al.,
2017%3, avaliou a influéncia do ranelato de estroncio (625 mg/kg/dia) na estimulagdo
da formacgdo 6ssea em defeitos 6sseos nas tibias de rato. Karakan et al., 201724,

avaliou a influéncia no ranelato de estroncio em varias concentrac¢des (250, 625, 900
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mg/kg/dia) para tratamento adjunto da DP. A dose de 625 mg/kg/dia no rato é o
equivalente a concentracédo de 2mg/kg/dia utilizada em humanos?®.

Foi verificado que a inducdo de periodontite em roedores por meio de
ligaduras nos segundos molares superiores foi realizada com sucesso, devido as
caracteristicas histopatoldgicas apresentadas. Através da microtomografia
computadorizada, foi avaliado que o grupo ALN apresentou no periodo de 7 dias maior
volume Osseo em relacdo aos demais grupos, 0 que era o esperado por esse
medicamento devido aos estudos relacionados a osteoporose?6:27,

Em relacdo a perda 0ssea alveolar, o grupo ALD apresentou uma menor perda
Ossea interproximal comparado aos demais. E o grupo STR apresentou uma menor
perda 0ssea alveolar nos periodos de 15 e 30 dias, resultado semelhante ocorreu nos
grupos que foram tratados com ranelato de estroncio?*28, também avaliou o estroncio
como tratamento adjuvante para periodontite e relatou que o grupo que continha
estréncio teve uma menor perda Ossea alveolar em comparagdo ao grupo sem
tratamento. A maior perda éssea alveolar ocorreu nos periodos de 7 dias em todos os
grupos, sendo que o CTR apresentou menor quantidade de osso no interior da furca
em comparacao aos outros grupos. A maior quantidade de osso encontrado no grupo
STR e ALD pode néo ser devido a sua formacédo, mas sim a diminui¢do reabsorc¢éao,
namero reduzido de osteoclastos no grupo STR e osteoclastos inativos no grupo ALD,
caracteristica também presente no estudo Karakan et al.?* (2017).

Nas descricdes dos tecidos celulares periodontais encontrados na regiao,
observa-se uma maior quantidade de células inflamatérias no periodo de 7 dias em
todos os grupos, no periodo 15 e 30 dias no grupo STR nado foram observadas
caracteristicas de inflamacéo, fato também descrito por Souza et al.*?(2012), em seu
estudo, e explicado por Alves et al.?° (2017), onde relatou que o estroncio reduz os
niveis de TNF-a no ganglio trigeminal promovendo efeitos anti-inflamatorios. Foi
verificado matriz de tecido conjuntivo supracrestal em todos 0s grupos, porém o grupo
STR apresentou em maiores quantidades e se diferenciavam com os demais grupos
por possuirem fibras coldgenas bem organizadas em todo seu tecido, confirmado pela
coloragdo masson. A sintese de matriz 6ssea e aumento da sintese de fibras
colagenas foram descritas em 2006 por Marie et al.'°, e atualmente replicada no
estudo de Gusman et al.?8 (2021), que também encontrou caracteristicas similares no

tecido conjuntivo encontrado no grupo estroncio. O tecido 6sseo presente em todos
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0S grupos apresenta-se vitais com a presenca de ostedcitos, com excecao algumas
areas interproximais do grupo ALD onde encontrados tecido 6sseo com auséncia de
ostedcito, que pode ser explicado, pela a¢do dos bisfosfonatos ja relatados em outros
estudos®%3!, onde foi capaz de ocasionar a morte de ostedécitos nos tecidos 6sseos
alveolares e a exposicao da crista 0ssea alveolar, considerados sinais de necrose. No
grupo STR pode-se observar cordfes de ostedcitos contornando as trabéculas
Osseas, devido ao fato do estroncio estimular a formacdo Ossea através da
estimulacdo de células osteoblasticas com a liberacdo de PGE2, e no grupo ALD
grande quantidade de osteoclastos com nucleos picnoéticos, considerando seus efeitos
inibitérios em osteoclastos maduros, importante caracteristica presente na acao dos
bisfosfonatosé2°,

As limitacdes desse estudo estao relacionadas primeiramente na condicéo de
saude dos animais, foram utilizados animais saudaveis e esses medicamentos
possuem efeito crénico e sistémico no tratamento de doencas o6sseas. Os
medicamentos também foram aplicados em uma condicao de inflamacao, devido a
essas caracteristicas o0 medicamento ndo conseguiu barrar 0 aparecimento da
inflamacdo causada por biofime. A dosagem do medicamento também pode
influenciar no resultado do estudo uma vez que a dosagem do alendronato é muito
alta para tratamento de DP e a dosagem do estroncio precisa ser ajustada para esse
tipo de doenca. Mais estudos precisam ser realizados para confirmacao da atuacéo
dos medicamentos em uma doenca inflamatdria e aprofundar nos mecanismos de

acao frente a periodontite.

5 Concluséo

A administragdo sistémica dos medicamentos ndo influenciou no
aparecimento da DP, porém influenciou nos mecanismos de reparacao tecidual
alveolar. O grupo ALD foi verificado uma preservacdo de tecido 0sseo alveolar e
inativacdo de osteoclastos, porém com areas de tecido 0sseo necrético. Ja o STR
apesar da perda Ossea alveolar apresentava uma sintese de matriz 6ssea e fibras

coladgenas, condi¢Bes benéficas para reparagdo tecidual alveolar.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos objetivos deste projeto de pesquisa que foi avaliar as respostas
teciduais da utilizagdo sistémica de alendronato e de estroncio ndo radioativo em
alvéolos pés extracdo e na prevencdo e tratamento da doenca periodontal, os
resultados se mostraram interessantes e confirmaram a acao do estroncio a favor da
formacéo 6ssea em dois tipos de problemas relacionados com o metabolismo 6sseo,
osteonecrose dos maxilares induzida por bisfosfonatos e doencga periodontal induzida.
Devido o aparecimento corriqueiro de estudos relatando o aparecimento de lesdes
necroticas apos procedimentos cirargicos em maxilares de individuos que fazem uso
cronico de bisfosfonatos, foi realizado o estudo a fim de induzir a osteonecrose por
medicamentos por bisfosfonatos, e uma possivel prevengcédo ou tratamento por meio
da interrupgao do medicamento ou o uso de ranaleto de estroncio. No estudo realizado
mostrou uma possivel diferenciacdo dos tecidos e um processo de reparacao
presentes nos alvéolos com o uso de estroncio, demonstrando uma melhora nos
efeitos colaterais da osteonecrose, mesmo na presenca de tecido 6sseo necrotico
ocorreu uma formacéao de tecido 6sseo basal dos alvéolos.

Também pode-se associar a influencia desses medicamentos
antirreabsortivos em outro tipo de patologia bucal, a doenca periodontal, que a
décadas vem sendo estudadas, mas a sua prevencao e 0 seu tratamento nao
possuem um protocolo efetivo ideal. Embora a presenca de biofilme na superficie
dental que iniciam a inflamacé&o tecidual, a resposta do organismo frente a essas
bactérias, como a liberacdo de proteinas, citocinas e prostandides que Ssao
responsaveis pela destruicdo tecidual®?. Alguns tratamentos da periodontite se
concentram apenas na reducdo do desafio microbiano, ou seja, raspagem e
alisamento radicular para eliminagdo das bactérias, porém estratégias terapéuticas
adicionais também podem ser uma alternativa para modificagdo da resposta do
hospedeiro, afim de diminuir o processo inflamatério®3. Assim, o uso de substancias
ou medicamentos, que agem sistemicamente ou localmente com a finalidade de
impedir a reabsorcéo 0ssea e favorecer a formacéao 6ssea, vem sendo pesquisados
com o objetivo de atuar no tratamento da doenca periodontal.

Nos estudos relacionados a doenca periodontal, foi utilizado o alendronato de
sodio, por ser o bisfosfonato mais utilizado atualmente em pacientes que apresentam

doenca do metabolismo o6sseo®4 e o ranelato de estroncio, € um novo
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antirreabsortivo, que apresenta uma atuacdo em uma via de metabolismo 6sseo que
atua tanto inibindo o processo de reabsorcdo 6ssea, quanto na formacédo de tecido
6sse0?’. Devido a acdo desses medicamentos, foram os medicamentos de escolha
para o estudo atual, a modo de avaliar a influéncia desses medicamentos na
progressdo, na modulacéo e no tratamento da doenca periodontal.

No estudo relacionado a influéncia dos medicamentos na progressédo da
doenca periodontal, foi verificado que o uso crbnico desses medicamentos nao
impediu o aparecimento do doenca, porém melhorou as caracteristicas teciduais
presentes, o ALD diminuiu a reabsor¢do 6ssea comparada ao grupo que nao obteve
tratamento, porém na parte apical das cristas 6sseas apresentava-se tecido 0sseo
com a auséncia de osteocitos, ja com a presenca sistémica de estréncio, embora
tenha tido maiores areas de perda 6ssea na regido de furca e interproximal, as areas
de reabsorcdo apresentava-se em processo de reparacdo com a presenca de matriz
de tecido conjuntivo e abundancia de fibras coldgenas organizadas.

A administragdo sistémica medicamentos como tratamento adjuvante da
doenca periodontal, foi observado que os medicamentos ndo influenciaram no
aparecimento da periodontite experimental, porém obteve com o tempo uma maior
quantidade de tecido de reparacdo nas areas em que obteve reabsorcdo 0ssea, 0
ALD promoveu a inativacdo dos osteoclastos, observados pela presenca de
osteoclastos com ndcleos picnoéticos, e consequente diminuicdo de reabsorcao de
tecido dsseo interproximal e regido de furca; no grupo STR encontrou-se uma grande
quantidade de corddes de osteoblastos rentes ao tecido 0sseo presente, matriz de
tecido conjuntivo e presenca de uma matriz osteodide confirmando o aparecimento do
tecido de reparacéo e a inducao de formacao 0ssea, e esse processo foi aumentando
com o passar do tempo.

Apesar dos efeitos benéficos a favor na manutencdo do tecido 0sseo
apresentado por ALD, algumas areas interproximais encontrou-se areas de tecido
necrotico, ou seja, com auséncia de osteocitos, achados também encontrados nos
estudos de De Almeida et al. 27 (2015) , devido a essas caracteristicas foram propostos
medicamentos alternativos em vez do uso de bisfosfonatos. J4& o STR como ja
descritos em outros estudos, eles atuam na proliferacdo dos tecidos periodontais
melhorando o seu reparo?23°, porém devido a poucos estudos comparando o STR a

doenca periodontal, mais estudos serdo necessarios para avaliagdo de seus
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mecanismos de acdo, dosagem e aplicabilidade do medicamento. Em virtude dos
estudos atuais, a administracdo sisttmica desses medicamentos que vem atuando
em beneficio da cicatrizacdo Ossea, uma aplicabilidade local também poderia

melhorar esse processo cicatricial.
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5 CONCLUSAO

O uso do alendronato foi capaz de induzir a osteonecrose dos maxilares pés
extracdo dentéria e a administragdo sistémica do ranelato de estroncio reduziu a
severidade dessa patologia. Por outro lado, os mecanismos de acdo desses
medicamentos ndo conseguiram se sobrepor na inducédo da doenca periodontal, ou
seja, obteve a presenca de perda dssea interproximal e da regido de furca,
representando as caracteristicas da doenca periodontal ativa, o renalato de estroncio
como prevencdo e tratamento, induziu uma maior formacdo de matriz de tecido
conjuntivo, osteoblastos, matriz ostedide referentes a um tecido de reparacéo nessas
areas e o alendronato de sodio reduziu a perda 6ssea alveolar, porém com pequenas

areas necrose nas cristas dsseas interproximais.
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APENDICE A

Estudo 1 — O ranelato de estréncio melhora a cicatrizagdo pds-extracao do alvéolo
em ratos submetidos a administracdo de bisfosfonatos.

O estudo foi aprovado na Comissédo de Etica no Uso de Animal da FOAI-
UNESP (CEUA-27-2015).

1 Distribuicdo dos animais e grupos

Foram utilizados 60 ratos Rattus Norvegicus, variacao albinus, Holtzman,
machos, adultos, de aproximadamente 10 semanas de idade, com massa corporal
entre 190-210 gramas, mantidos no Biotério da Faculdade de Odontologia da
UNESP de Araraquara (FOAr-UNESP), alimentados com racdo solida e com
acesso a agua ad libitum, antes e durante todo o periodo experimental, luz e
temperatura controladas, sendo que suas gaiolas foram identificadas pelo nome do
pesquisador responsavel, massa corporal do animal, data da cirurgia e do sacrificio,
conforme o grupo e periodo. Os animais foram aleatoriamente divididos em 6

grupos com 10 animais em cada grupo (Figura 1). Os grupos foram divididos em:

Grupo controle (CTR): administracdo diaria de soro fisiologico por injecdo
subcutanea durante 90 dias, com inicio 60 dias antes da extracdo dos primeiros
molares inferiores. ApOs este periodo o0s animais foram eutanasiados.
Grupo alendronato (ALN): administracdo de alendronato (ALN) (ALCON
Laborat6rio, Sdo Paulo, SP, Brasil) aplicado diariamente por injecédo subcutanea de
1 mg/kg/dia 28 durante 90 dias com inicio 60 dias antes da cirurgia para a extracao

dos dentes. Apos 30 dias das extragfes os animais foram eutanasiados.

Grupo alendronato/SORO (ALN/S): administracdo de alendronato (ALN)
(ALCON Laboratorio, Sdo Paulo, SP, Brasil) aplicado diariamente por injecéo
subcutanea de 1 mg/kg/dia durante 60 dias e realizado a extragdo. A partir do
procedimento cirdrgico os animais receberam administracdo diaria de injecéo
subcutdnea de soro fisiolégico durante 30 dias onde o0s animais foram
eutanasiados.

Grupo alendronato/estroncio (ALN/Sr): administracdo de alendronato (ALN)
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(ALCON Laboratério, Sao Paulo, SP, Brasil) aplicado diariamente por injecao
subcutanea de 1 mg/kg/dia durante 60 dias. No dia das extragbes dos dentes foi
iniciado a administracdo de Ranelato de Estroncio (Protos®, Laboratorios Servier
do Brasil) administrado 625 mg/kg/dia 43 44 41 por gavagem diariamente e depois
de 30 dias 0S animais foram eutanasiados.
Grupo alendronato/SORO 60(ALN/S60): administracdo de alendronato
(ALN) (ALCON Laboratorio, Sao Paulo, SP, Brasil) aplicado diariamente por
injecdo subcutanea de 1 mg/kg/dia durante 60 dias. A administracdo deste
medicamento foi interrompida 30 dias antes da cirurgia para a extracao dos dentes.
Apés 30 dias das extragBes os animais foram eutanasiados, durante este periodo
0os animais foram submetidos a administracdo subcutanea de soro fisiolégico.
Grupo alendronato/estréoncio 60 (ALN/Sr60): administracdo de alendronato
(ALN) (ALCON Laboratorio, Sado Paulo, SP, Brasil) aplicado diariamente por
injecdo subcuténea de 1 mg/kg/dia durante 60 dias, apds este periodo foi iniciado
a administracdo de Ranelato de Estréncio (Protos®, Laboratdrios Servier do Brasil)
aplicado 625 mg/kg/dia por gavagem diariamente durante 60 dias. 30 dias apés o
inicio da administracdo do ranelato de estréncio os dentes foram extraidos e os

animais foram eutanasiados apés 30 dias.

2 Procedimento Cirurgico

Os animais foram anestesiados por uma combinacdo de Quetamina com
Xilazina, na proporgéao de 0,08 ml/100g de massa corporal (Cloridrato de Quetamina
— Francotar — Virbac do Brasil Ind. Com. Ltda.) e 0,04 ml/100g massa corporal(
Cloridrato de Xilazina - Virbaxyl 2% - Virbac do Brasil Ind. E Com. Ltda.),
respectivamente. Posteriormente, os animais foram posicionados em decubito ventral
sobre a mesa cirargica. Com o auxilio de uma pinca hemostatica foi imobilizada a
lingua do rato e a mandibula para estabilizagdo, com uma sonda exploradora otecido
gengival ao redor dos primeiros molares foram delicadamente afastados,
posteriormente, utilizando um Hollemback Carver onde os dentes foram luxados e
avulsionados totalmente ou divididos em dois segmentos (mesial e distal) e removidos
separadamente 28. Os procedimentos cirlrgicos foram realizados por um Unico

profissional treinado.
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Figura 1 — Imagem representativa das posigdes do animal no procedimento cirdrgico. A —
Animal é estabilizado na mesa cirdrgica na posigéo decubito-ventral com mandibula e maxila
apoiadas de modo que figuem abertas; B — Abertura bucal satisfatéria com afastamento lingual
através da pinga hemostética; C — Descolamento e luxacdo do primeiro molar inferior; D-
imagem do primeiro molar inferior extraido.

Fonte: Arquivo pessoal da autora.

Apbs o procedimento de extragdo dental os animais receberam uma
dose intramuscular de penicilina associada a estreptomicina (Pentabibtico
pequenoporte, FortDodge, Brasil) na dosagem 0,1 ml/kg de peso e 5mg/kg de
dipirona soédica intramuscular (Febrax, Lema InjexBiologic, Brasil). Apds os
periodos experimentais de cada grupo os animais foram eutanasiados e foram
obtidas as pecas da regido dos primeiros molares que foram fixadas em
paraformaldeido a 4% por 48 horas, lavadas em agua corrente por 24 horas e
armazenadas em alcool 70%. Estas pecas foram avaliadas através de andlise
radiografica tridimensional (Micro-CT) e andlises histoldgica e estereométrica.

3 Avaliacao por Andlise Radiografica Tridimensional (Micro-CT)

As pecas armazenadas em alcool 70%, foram primeiramente submetidas
a andlise por varredura de feixe de raios-X em um sistema de microtomografia
digital computadorizada. As pecas foram escaneadas pelo microtomégrafo



SkyScan (SkyScan 1176 Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica, 2003) utilizando
cortes de 18 um de espessura (50Kv e 500u), com filtro de Cobre e Aluminio e
passo de rotacao de 0.3 mm. As imagens obtidas pela projecéo dos raios-X nas
amostras foram armazenadas e reconstruidas pelo software NRecon (SkyScan,
2011; Verséao 1.6.6.0). No software Data Viewer (SkyScan, Versédo 1.4.4 64-bit)
as imagens foram reconstituidas e selecionadas para adequacdo do
posicionamento padrdo para todas as amostras, podendo ser observada em trés

planos (transversal, longitudinal e sagital).

Em seguida, utilizando o software CTAnalyser — CTAn (2003-11SkyScan,
2012 Bruker MicroCT Verséo 1.12.4.0) foi definida uma area de interesse na
regiao de extracao dos primeiros molares (ROI). O software CTAn analisa e mede
amagem de acordo com a escalas de cinza (thershold). O threshold utilizado na
andlise foi definido 45 de 65-180 tons de cinza que possibilitaram o volume de
0sso ha regido (Figura 4). A area de interesse (ROI) foi determinada com os
mesmos parametros para todas as imagens de todos 0s grupos com a dimensao
de 1,20X3,00mm, onde foi delimitada uma area quadrangular onde a dimensao
vertical abrangeu uma regido relativa a distancia da juncédo cemento-esmalte da
raiz mesial do segundo molar (CEJ) até a sua porcdo apical e a distancia
horizontal foi definida entre as superficies 6sseas mesial e distal do tecido 6sseo

do alvéolo distal referente ao primeiro molar extraido.

A porcentagem (%) de tecido mineralizado na regido de interesse foi
definida a partir da quantidade de tecido mineralizado (BV) em relacdo a area
total do ROI (TV). Porcentagem de tecido mineralizado = BV x 100/TV.

4 Processamento Histoldgico

ApOs a fixagdo das pecas em formaldeido a 4%, estas foram lavadas em
agua corrente por 12 horas e colocadas em solugdo de EDTA para
descalcificacdo por um periodo de 8 semanas, com trocas semanais a cada 48

horas. Foram realizados cortes seriados de 4um de espessura no sentido

99



vestibulo/lingual ao longo eixo do dente. As laminas obtidas foram coradas com

hematoxilina-eosina (HE) e PicroSirius Red.

5 Analises Histoldgica e Estereométrica
5.1 Analise histolégica

A anélise microscopica foi realizada por um Unico examinador através da
avaliacdo dos cortes histopatolégicos corados. As laminas foram analisadas com
0 auxilio de um microscopio de luz transmitida comumente (Leica Microsystem
GmbH, Wetzlar, Alemanha), para observacbes morfolégicas das estruturas
periodontais da regido do primeiro molar inferior. Foi realizada por um

examinador treinado (LCS).

5.2 Anélise Estereométrica

A analise estereométrica foi realizada utilizando os métodos
empregadospor Conte Neto et al, 28. Foram realizadas medi¢cdes na regiao
relativa a raiz distal doprimeiro molar (M1), delimitando uma area quadrangular,
que se estendeu desde onivel da juncdo cemento/esmalte (CEJ) do segundo
molar (M2) até a por¢ao apicaldo M2 e entre a mesial e distal superficies de 0sso
alveolar. Esta area foi dividida em 3 sec¢des (coronaria — ROI 1; mediana — ROI
2; apical — ROI 3).

As imagens das se¢des ROI 1, ROI 2, ROI 3 dos cortes microscopicos
foram capturadas utilizando-se camera digital (DP-71, Olympus, Toquio, Japao)
acoplada a um microscopio de luz comumente transmitida e objetiva de 40x
(Leica Microsystem GmbH, Wetzlar, Alemanha). A determinacdo da densidade
volumétrica (%) de osso necrotico, osso vital, matriz de tecido conjuntivo,
fibroblasto (identificados como células fusiformes ou estreladas, nucleo ovoéide
ou alongado), células inflamatérias e de outras estruturas (NDA) foi feita com
auxilio de um programa analisador de imagens Fiji ImageJ (National Institutes of
Health, USA) por um examinador treinado e cego para 0s grupos. Foram
analisados 3 cortes por defeito, que representaram no sentido vestibulo/lingual a

porcdo vestibular, média e lingual, a intervalos de 12 cortes . A quantificagao foi
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feita com auxilio de uma grade de 75x75 pixels com 252 pontos de interseccao

posicionadas em cortes.

6 Analise dos Resultados

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

estatistica. Todos os testes foram aplicados ao nivel de significancia de 5%.
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APENDICE B

Estudo 2 — A influéncia de medicamentos antirreabsortivos na progressédo da doenca
periodontal

O modelo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentac¢éo Animal
(processo n? 16/2018), dentro dos regulamentos exigidos pelo Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal (COBEA)

1 Distribuicdo dos animais e grupos

Artigo 2 - Influéncia do alendronato e ranelato de estroncio na progresséao da
doenca periodontal induzida em ratos.

Foram utilizados 21 ratos Rattus Norvegicus, variacdo albinus, Holtzman,
machos, adultos, de aproximadamente 10 semanas de idade, com massa corporal
entre 190-210 gramas, mantidos no Biotério da Faculdade de Odontologia da UNESP
de Araraquara (FOAr-UNESP), alimentados com racao solida e com acesso a agua
ad libitum, antes e durante todo o periodo experimental, luz e temperatura controladas,
sendo que suas gaiolas foram identificadas pelo nome do pesquisador responsavel,
massa corporal do animal, data da cirurgia e do sacrificio, conforme o grupo e periodo.

Os animais foram aleatoriamente divididos em 3 grupos com 7 animais em
cada grupo (n=14 ligaduras/grupo). Os grupos serdo divididos em:
Grupo controle (CTR): Os animais foram submetidos a administracao diaria de soro
fisiolégico por injecdo subcutanea durante 60 dias. Apds 45 dias de inicio da
administracdo de soro, foi induzida a doenca periodontal com a insergéo das ligaduras
nos dois segundos molares superiores. Apés 15 dias os animais foram eutanaziados.
Grupo bisfosfonato (ALD): Os animais foram submetidos a administracdo diaria de
bisfosfonato (ALCON Laboratério , Sdo Paulo, SP, Brasil) aplicado por injecao
subcutanea de 1 mg/kg/dia (Conte Neto et al, 2013) durante 60 dias. Apés 45 dias de
inicio da administracdo do medicamento, foi induzida a doenca periodontal com a
insercdo das ligaduras nos dois segundos molares superiores. Apds 15 dias os

animais foram eutanaziados.

Grupo ranelato de estréncio (STR): Os animais foram submetidos a administracéo
diaria de Ranelato de Estréncio (Protos®, Laboratorios Servier do Brasil) aplicado 625
mg/kg/dia (Lavet et al, 2017) por gavagem durante 60 dias. Apos 45 dias de inicio da
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administracdo do medicamento, foi induzida a doenca periodontal com a insercéo das
ligaduras nos dois segundos molares superiores. Apos 15 dias os animais foram

eutanaziados

Artigo 3 e 4 — A influéncia sistémica do ranelato de estroncio e alendronato na
modulacdo do hospedeiro e no tratamento adjunto da doenca periodontal
induzida

Neste estudo foram utilizados 126 ratos (Rattus Norvegicus), variagdo albinus,
Holtzman, adultos, com peso variando entre 180-220 gramas, provenientes do Biotério
do Campus de Araraquara — UNESP. Os animais foram mantidos no Biotério da
Faculdade de Odontologia de Araraquara (FOAr) - UNESP, em caixas plasticas
coletivas com 4 animais cada, e tratados com racéo e agua ad libitum antes e durante
todo o periodo experimental, mantidos em ambiente com luz e temperatura
controladas.

Esses animais foram divididos em 5 grupos com 2 sub-grupos cada (7 animais
em cada sub-grupo; n=14 ligaduras/sub-grupo). Os grupos e sub-grupos foram

divididos em:

Controle (CTR): No momento de indu¢cédo da doenca periodontal com ligaduras nos
dois segundos molares superiores os animais foram submetidos a administracdo
diaria de soro fisiol6gico por injecdo subcutanea até o momento da eutanasia. Apos
15 dias da inducédo da doenca periodontal, as ligaduras foram removidas. Neste
momento um grupo de animais recebeu tratamento com raspagem e alisamento
radicular com instrumentos manuais (mini Gracey 5-6, HuFriedy, USA) (grupo CTR -

R) e outro grupo (grupo C) néo recebera nenhum tratamento.

Grupo bisfosfonato (ALD): No momento de inducdo da doenca periodontal com
ligaduras nos dois segundos molares superiores os animais foram submetidos a
administracdo diaria de bisfosfonato (ALCON Laboratorio , Sdo Paulo, SP, Brasil)
aplicado por inje¢do subcutédnea de 1 mg/kg/dia (Conte Neto et al, 2013) até o
momento da eutanasia. Apds 15 dias da inducdo da doenca periodontal, as ligaduras

foram removidas. Neste momento um grupo de animais recebeu raspagem e
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alisamento radicular com instrumentos manuais (mini Gracey 5-6, HuFriedy, USA)

(grupo ALD-R) e outro grupo (grupo ALD) n&o recebeu nenhum tratamento.

Grupo ranelato de estréncio (STR): No momento de indugéo da doenca periodontal
com ligaduras nos dois segundos molares superiores 0s animais foram submetidos a
administrac@o diaria de Ranelato de Estréncio (Protos®, Laboratérios Servier do
Brasil) aplicado 625 mg/kg/dia (Lavet et al, 2017) por gavagem até o momento da
eutanasia. Apdés 15 dias da inducdo da doenca periodontal, as ligaduras foram
removidas. Neste momento um grupo de animais recebeu raspagem e alisamento
radicular com instrumentos manuais (mini Gracey 5-6, HuFriedy, USA)
(grupo STR-R) e outro grupo (grupo STR) n&o recebeu nenhum tratamento.

Apos os periodos de 7, 15 e 30 dias os animais foram eutanasiados.

A MESMA METODOLOGIA FOI UTILIZADA PARA O ARTIGO 2,3 e 4

2 Inducéo da doenca periodontal

Os animais foram anestesiados por uma combinacdo de Quetamina com
Xilazina, na propor¢cao de 80 mg/kg de massa corporal (Cloridrato de Quetamina) e 7
mg/kg massa corporal (Cloridrato de Xilazina). Posteriormente, os ratos foram
colocados em posi¢cdo supina na mesa operatoria. Cada animal, para ganhar livre
acesso aos dentes da regido posterior da maxila, a boca foi retraida por um retrator
para afastar queixo e lingua, facilitando a abertura bucal. As ligaduras (fios de algodao,
no 24) foram inseridas através de sonda e pinca especificas na regido subgengival
em volta dos segundos molares superiores, para que seja induzida a doenca
periodontal através do acumulo de placa bacteriana. Apés um periodo de 15 dias, as

ligaduras foram removidas e os tratamentos aplicados em cada grupo.

3 Obtencéao das pecas cirurgicas

Apos os periodos correspondentes os animais foram eutanaziados com
sobredose anestésica. As hemi-maxilas foram removidas, e fixadas em formol
tamponado a 10% por um periodo minimo de 48 horas. Apds este periodo as pecas

foram lavadas em agua corrente e colocadas em alcool 70%.
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4 Microtomografia computadorizada (UCT)

Apés o periodo de fixacdo em paraformaldeido, as hemi-maxilas foram
armazenadas em alcool 70%, e submetidas a analise por varredura de feixe de raios-
X em um sistema de Microtomografia digital computadorizada, que avalia a
porcentagem de volume &ésseo presente na regido do segundo molar superior. As
pecas foram escaneadas pelo microtomdgrafo SkyScan (SkyScan 1176 Bruker
MicroCT, Aatselaar, Bélgica, 2003), utilizando cortes de 18 um (50Kv e 500p), filtro de
Al 0.5mm; tamanho do voxel: 17,48um; voltagem de 50KV e corrente elétrica de
500pA. As imagens obtidas pela projecdo dos raios X nas amostras foram
armazenadas e reconstituidas pelo software NRecon. Essas imagens foram
rotacionadas e reposicionadas em uma orientacdo padrdo, com o auxilio do software
DataViewer e salvas no plano coronal. Em seguida, o software CTAnalyser — CTAnN,

foi utilizado para a delimitacao area de interesse (ROI- Region Of Interest)66,67.

Figura 3 — Andlise Microtomogréfica para avaliacdo de volume 6sseo presente na regido do
segundo molar superior. Apés o escaneamento das pec¢as pelo microtomégrafo foi obtido o
volume ésseo por meio de um programa de computador CTAN, onde primeiramente delimitou-
se uma primeira area de interesse ROI (Region of interest), que foi localizado no no segundo
molar no sentido corono/apical da regido do teto de furca até 1.000 micrometros no sentido
apical até suas limitagcdes proximais com os dentes vizinhos, do qual, foi extraido o valor de
“tecido 6sseo” dado pela leitura do segundo ROI, que possui a mesma delimitagdo anatémica,
mas circundando apenas as raizes do segundo molar.

FIRST ROI SECOND ROI DRAWING SECOND ROI
ON ALL CUTS

Fonte: Arquivo pessoal da autora.

5 Analise histoldgica e histométrica
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Apos o periodo de fixacdo, as pecas foram lavadas em agua corrente por 24h
e submersas em solucdo de EDTA (&cido etilenodiamino tetra acético) para
descalcificacdo. Posteriormente, as pecas foram lavadas e desidratadas em &lcool,
diafanizadas em xilol e incluidas em parafina.

Foram realizados cortes seriados de toda a peca. Os cortes foram realizados
da face vestibular para a palatina, ao longo do eixo do dente com 5 um de espessura.
Foram obtidas para cada bloco laminas comuns e silanizadas. As laminas comuns

foram coradas pela técnica de hematoxilinaeosina (HE).

6 Analise Histoldgica

As laminas foram posicionadas no microscépio 6ptico DIASTAR (Leica
Reichert & Jung products, Germany) com objetiva para aumento de 4.0/10 vezes,
através do qual as imagens foram captadas e enviadas para um microcomputador,
com o auxilio de uma camera de video DXC- 1107A/107AP (Sony Eletronics Inc,
Japéao). Na analise histoldgica foram observadas as reac6es inflamatérias do tecido
conjuntivo em cada grupo experimental, processos de reabsorcdo Ossea e
neoformacéo tecidual. As avaliacbes foram realizadas por um examinador treinado,

calibrado e cego para 0s grupos experimentais.

7 Analise Histométrica

Utilizando-se um microscopio o6ptico DIASTAR (Leica Reichert & Jung
products, Germany) com magnificacdo de 40X, as imagens foram captadas e
enviadas para um microcomputador, com o auxilio de uma camera de video DXC-
1107A/107AP (Sony Eletronics Inc, Japédo). Para realizacdo da histometria, um
examinador cego e calibrado selecionara 3 laminas de cada grupo, equidistantes 50
pum entre si. As mensuragdes foram feitas utilizando o software de imagens ImageJ -
Launcher verséo 1.48b (National Institutes of Health, USA). Foi avaliada a quantidade

de tecido 6sseo na regido de furca e proximais.
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Figura 4 — Analise Histométrica para mensuracao linear da quantidade 6ssea interproximal e
regido de furca através do programa IMAGE J. Para andlise interproximal, mediu-se através
de fotografias com um aumento de 40x a distancia entre a crista 0ssea e a jungdo cemento-
esmalte (A). Para avaliagdo de furca, através de uma imagem da regido de furca com um
aumento de 40x, foi avaliado a distancia do teto da furca para o apice da raiz 1000um e
delimitados uma area na regido, e a partir dessa nova imagem foi obtido nas areas de tecido
0sseo (B).

A INTERPROXIMAL REGION FURCATION REGION

Fonte: Arquivo pessoal da autora.

8 Anédlise Estereométrica

Foi realizada por um examinador cego e treinado, com o auxilio de um
microscopio de luz Leica DMLS (Leica - Reichert Diastar Products & Jung, Wetzlar,
Germany) com magnitude de 40X. Utilizando o software FIJI - ImageJ - Launcher
versao 1.48b (National Institutes of Health, USA), uma grade foi confeccionada com
30.000 yum2 de area, apresentando 50 pontos coincidentes das interseccdes das
linhas horizontais e verticais. Esta grade foi posicionada sobre as areas: A- Regifes
proximais mesial e distal do segundo molar e B- Furca. As células presentes em sobre
cada interseccao foi definida. Em seguida, foi executada uma analise percentual de
cada componente tecidual em relagdo ao numero total de pontos contados por periodo
experimental, de acordo com Odze et al.71. Dessa forma, foi determinada a densidade
volumétrica relativa (ou proporcdo) dos seguintes componentes teciduais: 0Sso,

fibroblastos, células inflamatoérias e vasos sanguineos. (Macedo, 2018).

Figura 5 — Andlise Estereométrica para mensurar a propor¢do dos seguintes componentes
celulares: células inflamatorias, matriz tecido conjuntivo, fibroblastos, vasos sanguineos. Para

isso utilizou-se imagens tiradas com um aumento de 40X em 3 regides: furca, supracrestal
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mesial e supracrestal distal. Através do software Image J foi confeccionada uma grade de
30.000 ym2 de area, apresentando 50 pontos coincidentes das intersecc¢des das linhas
horizontais e verticais. As células presentes sobre cada interseccéo foi definida e realizada
uma andlise percentual de cada componente tecidual em relacdo ao nimero total de pontos

contados por periodo experimental.

Fonte: Arquivo pessoal da autora.

9 Analise estatistica

Os dados gerados pelas andlises histométricas, estereométrica, imunologica
e microtomograficas foram numéricos. Dessa forma foram submetidos ao teste de
Normalidade de Shapiro-Wilk para avaliar se os dados respeitaram a distribuicdo de
acordo com o teorema da distribuicdo central. Para dados normais, 0s testes
paramétricos de Anova complementado pelo teste de Tukey foram utilizado para a
analise inferencial dos dados. Dados que ndo foram considerados normais, o teste
nao paramétrico de Kruskall-Wallis complementado pelo teste de Dunn foram utilizado

para a analise dos dados. A significancia estatistica foi definida em p<0,05.
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