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“A tarefa ndo é tanto ver o que ninguém viu, mas pensar 0 que ninguém ainda pensou
sobre aquilo que todo mundo vé.”

Arthur Schopenhauer

LUAN FELIPE TORO



eSumo




REsumo

TORO, L. F. Avaliacdo da eficacia e seguranca do debridamento mecénico no
tratamento da peri-implantite experimental em ratas tratadas com zoledronato. 2023.
115 f. Tese (Doutorado) - Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista,
Botucatu/SP.

RESUMO

A osteonecrose dos maxilares associada a terapia medicamentosa (ONMM) é um efeito
adverso desencadeado pelo uso de drogas com acgdo antirreabsortiva sobre o tecido dsseo,
como é o caso dos bisfosfonatos (BFs). Nos ultimos anos tem aumentado o nimero de casos
de ONMM relacionada aos implantes odontolégicos (ONMM-I0), durante ou ap6s 0 uso
destes farmacos. Estudos correlacionam tal terapia medicamentosa e a peri-implantite (PI)
com o desencadeamento da ONMM-IO. Assim, um tratamento efetivo e seguro para a Pl ao
longo de uma terapia com BFs pode significar a manutengdo do implante e evitar a ocorréncia
da ONMM-IO. O debridamento mecanico (DM) é o tratamento padrdo e a primeira op¢édo de
escolha para a maioria dos casos de PI, porém, sua efetividade e seguranca em pacientes sob
terapia com drogas antirreabsortivas ainda ndo foram esclarecidas. Diante disso, 0 objetivo
primario do presente estudo foi avaliar a efetividade e a seguranca do emprego do DM no
tratamento da peri-implantite experimental (PiE) em ratas com implantes osseointegrados e
posteriormente tratadas com zoledronato. Ratas Wistar senescentes foram inicialmente
submetidas a exodontia do incisivo superior direito e a instalacdo imediata de um implante de
titinio no local. Apds 8 semanas, nas ratas em que 0s implantes se encontravam
osseointegrados (N=24), foi realizada a exposicao da plataforma do implante e a instalacdo de
um cicatrizador. Os animais foram divididos nos grupos: C (Controle), ZOL, ZOL-PIiE e
ZOL-PIiE-DM. Na 92 semana, foi iniciado o tratamento medicamentoso, o0 qual consistiu na
administracdo de 0,45ml de solucdo de cloreto de sddio 0,9% (grupo C) ou 0,45ml da mesma
solugéo acrescida de 100ug/Kg de zoledronato (grupos ZOL, ZOL-PiE e ZOL-PiE-DM), a
cada 4 dias, durante 10 semanas. Decorridas 5 semanas do inicio do tratamento
medicamentoso, foi instalada uma ligadura de algodéo ao redor dos implantes para inducéo da
PiE nos grupos ZOL-PiE e ZOL-PIiE-DM, a qual foi mantida em posicdo por 5 semanas
(grupo ZOL-PiE) ou por 2 semanas (grupo ZOL-PiE-DM), quando foi removida e executado
o tratamento local pelo DM. A eutanasia foi efetuada na 192 semana. As maxilas contendo os
implantes foram dissecadas, submetidas ao processamento laboratorial, e as secgdes

histologicas foram coradas pela hematoxilina-eosina para analise histopatolégica, andlise
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histométrica da porcentagem de tecido 6sseo total (PTO-T) e da porcentagem de tecido ésseo
ndo vital (PTO-NV) na regido peri-implantar, ou destinadas & rea¢do imunoistoquimica para
deteccdo e quantificacdo do fator de necrose tumoral alfa (TNFa), da interleucina 1 beta (IL-
1B), do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), da osteocalcina (OCN), e da
fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP). Os dados foram analisados estatisticamente
com nivel de significancia de 5%. No grupo C, os tecidos situados ao redor do implante
exibiram aspectos de normalidade. No tecido conjuntivo peri-implantar em ZOL, ZOL-PiE e
ZOL-PiE-DM foi observada a presenca de infiltrado inflamatério de grau leve, intenso e
moderado, respectivamente. Da mesma forma, a imunomarcacdo para TNFa e IL-1P
acompanhou o0s achados histopatoldgicos. ZOL e ZOL-PiE-DM apresentaram menor
imunomarcacao para VEGF em relacdo ao grupo C. Houve menor quantidade de células
TRAP-positivas, bem como menor imunomarcacdo para OCN nos grupos tratados com
zoledronato em relacdo ao grupo C, sendo que ZOL-PiE-DM apresentou ainda menor
imunomarcacao para OCN em relacdo ao ZOL. A PTO-T nao diferiu entre os grupos, porém,
ZOL, ZOL-PIiE e ZOL-PIiE-DM apresentaram maior PTO-NV em relacdo ao grupo C, sendo
que ZOL-PiE-DM apresentou ainda maior PTO-NV em relacdo ao ZOL e ao ZOL-PiE.
Conclui-se que o DM, empregado de forma convencional e como monoterapia, ndo se
mostrou uma proposta efetiva e, tampouco, segura para o tratamento da PiE em ratas tratadas
com dose oncoldgica de zoledronato, podendo se constituir em um fator de risco agravante
e/ou desencadeador da ONMM-I10.

Palavras-chave: Acido zoledronico. Desbridamento. Implantes dentarios. Osteonecrose. Peri-
implantite.
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ABSTRACT

TORO, L. F. Evaluation of the effectiveness and safety of mechanical debridement for
the treatment of experimental peri-implantitis in rats treated with zoledronate. 2023.
115 p. Thesis (Doctoral degree) - Institute of Biosciences, Sdo Paulo State University,
Botucatu/SP.

ABSTRACT

Medication-related osteonecrosis of the jaws (MRONJ) is an adverse drug reaction triggered
by the use of antiresorptive agents, such as bisphosphonates (BPs). There has been an increase
in dental implant-related MRONJ (MRONJ-DI) cases reported before and after the use of
these drugs. Previous studies have shown that there is a correlation between peri-implantitis
(PI) in patients undergoing treatment with BPs and the onset of MRONJ-DI. Thus, safe and
effective treatment of PI in patients undergoing BPs therapy is needed. Mechanical
debridement (MD) is the gold standard approach for the treatment of Pl. However, its
effectiveness and safety have not been confirmed in patients undergoing antiresorptive drug
therapy. Therefore, this study aimed to evaluate the effectiveness and safety of MD for the
treatment of experimental peri-implantitis (EPi) in rats undergoing zoledronate therapy.
Senescent female Wistar rats were initially submitted to the extraction of the upper right
incisor and immediate titanium implant placement. Eight weeks after the implant placement,
healing abutments were installed in the osseointegrated implants (N=24) and the animals were
divided into four groups as follows: C (Control), ZOL, ZOL-PiE and ZOL-PiE-DM. For ten
weeks, rats were submitted to systemic treatment with 0.45ml of sodium chloride solution
(0.9%) (group C) or 0.45ml of this same solution plus 100um/Kg of zoledronate (groups
ZOL, ZOL-PIiE and ZOL-PiE-DM), every four days. Five weeks after the beginning of the
systemic treatment, a cotton ligature was installed around the dental implants to induce EPi in
groups ZOL-PiE and ZOL-PiE-DM. The ligature was maintained for five weeks (group ZOL-
PiE) or two weeks (group ZOL-PiE-DM), when it was removed and DM was performed.
Euthanasia was performed at nineteenth week. The upper jaws were dissected and submitted
to laboratory processing. The histological sections were submitted to hematoxylin-eosin
staining for histopathological analysis and histometric analysis of the percentage of total bone
tissue (PTBT) and the percentage of non-vital bone tissue (PNVBT) in the peri-implant area,
or intended for immunohistochemical reaction for detection and quantification of tumor
necrosis factor alfa (TNFa), interleukin 1 beta (IL-1p), vascular endothelial growth factor
(VEGF), osteocalcin (ONC) and tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP). Data were
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ABSTRACT

analyzed considering p<0.05 as statistically significant. In group C, peri-implant tissues had a
normal pattern of cellularity and structure. In groups ZOL, ZOL-PiE and ZOL-PiE-DM there
was a mild, intense and moderate inflammatory infiltrate in the connective tissues,
respectively. Similarly, immunolabeling for TNFa and IL-1p followed histopathological
findings. ZOL and ZOL-PiE-DM showed lower immunolabeling for VEGF compared to
group C. The number of TRAP-positive cells and the immunolabeling for OCN were lower in
the groups treated with zoledronate compared to group C. ZOL-PiE-DM had even lower
immunolabeling for OCN compared to ZOL. There was no difference in PTBT between
groups, however, in ZOL, ZOL-PiE and ZOL-PiE-DM there was higher PNVBT compared to
group C. ZOL-PiE-DM had even higher PNVBT compared to ZOL and ZOL-PiE. Hence,
MD used conventionally as monotherapy is not a safe and effective therapy for EPi treatment
in rats treated with oncologic dose of zoledronate, which may constitute a risk and/or trigger
for the onset of MRONJ-DI.

Keywords: Debridement. Dental implants. Osteonecrosis. Peri-implantitis. Zoledronic acid.
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1 INTRODUCAO

O tecido 6sseo é um tipo especializado de tecido conjuntivo, constituido basicamente
por uma matriz extracelular mineralizada, denominada de matriz 0ssea, rica em fibras
coldgenas, proteinas ndo-colagenosas e cristais de hidroxiapatita, e por células tipicas, dentre
as quais estdo os osteoblastos, os ostedcitos, as células de revestimento 6sseo e 0s osteoclastos
(ANSARI; SIMS, 2020; BUCKWALTER et al., 1996) (FIGURA 1). O tecido 6sseo € 0
principal constituinte tecidual do o0sso enquanto 6rgdo e, por esta razao, exerce importantes
funcdes no organismo dos vertebrados, como suporte e protecdo de 6rgdos e tecidos moles,
locomocdo, armazenamento de célcio e fosfato, além de servir como arcabouco para abrigar a
medula 0ssea (DATTA et al., 2008). Apesar de sua aparéncia inerte, 0 0SS0 é uma estrutura
altamente complexa e dindmica, sendo constantemente remodelado pela atuacdo conjunta de
todas as células dsseas, com especial destaque a acdo exercida pelos osteoclastos, que
realizam a reabsorcdo dssea, e pelos osteoblastos, responsaveis pela subsequente neoformacéo
da matriz (LOPES et al., 2018; SIMS; GOOI, 2008).

O processo de remodelacdo 6ssea culmina com a substituicdo do tecido pré-existente
por um tecido 6sseo recém sintetizado, sendo que tal evento biolégico pode ser didaticamente
dividido em trés etapas: I) a ativacéo e o inicio da reabsorcdo 6ssea pelos osteoclastos; 1) o
periodo de transicdo (ou periodo de reversao) entre a reabsorcdo e a neoformacéo 6ssea e; I11)
a formacdo Ossea pelos osteoblastos (FLORENCIO-SILVA et al., 2015; MATSUO; IRIE,
2008; SIMS; GOOI, 2008). Estes eventos ocorrem as custas de a¢des coordenadas das células
Osseas, as quais, conjuntamente, constituem uma estrutura anatbmica temporaria denominada
de unidade multicelular basica (UMB). Dentro da UMB, a atividade celular é combinada, ou
também dita acoplada, seguindo o principio de que a quantidade de osso reabsorvido pelos
osteoclastos deve ser igual a quantidade de osso neoformado pelos osteoblastos (SIMS;
GOOI, 2008). Entretanto, tais células também sdo capazes de atuar de modo independente, e
este equilibrio pode ser influenciado por diferentes fatores locais e/ou sistémicos, incluindo
estimulagdes biomecénicas, fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas e, principalmente,
horménios (FLORENCIO-SILVA et al., 2015).

Assim, a remodelacdo 0ssea normal é um processo fisiologico necessario para que
ocorra o reparo de lesdes e fraturas nos 0ssos, para que haja adaptacdo do esqueleto frente as
diferentes forgas mecanicas que nele incidem, bem como para garantir a homeostase do célcio
no organismo. Porém, o desequilibrio entre a reabsorcdo e a formacao 6ssea pode resultar em

diversas doencas e desordens esqueléticas (YAO et al., 2020). Deste modo, nas situagdes em
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que ocorre a maior ativacdo dos osteoclastos e/ou a reducéo da atividade dos osteoblastos,
observa-se progressiva diminuicdo da massa 6ssea e a consequente alteracdo de sua
microarquitetura, o que caracteriza as condi¢bes clinicas de osteopenia, osteoporose e/ou
lesGes osteoliticas (FLORENCIO-SILVA et al., 2015; YAO et al., 2020). Diante disso, com 0
intuito de frear o desbalanco metabdlico, reduzindo a reabsorcdo Ossea excessiva nestas
condigbes em especial, a industria farmacéutica desenvolveu farmacos com atividade
antirreabsortiva, dentre os quais destacam-se os bisfosfonatos pela sua alta eficacia e ampla
utilizacdo (RUSSEL, 2011).

FIGURA 1 - Aspecto histologico do tecido 6sseo em condi¢des de normalidade, com destaque para as células
tipicas e sua relagdo estrutural com a matriz 6ssea.

Abreviagdes: cr, célula de revestimento 6sseo; mo, matriz dssea; ob, osteoblasto; oc, osteoclasto; ot, ostedcito.
Coloragdo: HE. Aumento original: 1000x. Barras de escala: 20um. FONTE: O Autor (2023).
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Os bisfosfonatos (BFs) constituem uma classe de medicamentos com potente acao
inibitéria sobre o processo de reabsorcdo Ossea e que, deste modo, apresenta grande
efetividade no tratamento de desordens esqueléticas que desencadeiam osteopenia,
osteoporose e lesbes Osseas liticas, tais como a propria osteoporose relacionada ao
envelhecimento ou ao tratamento crénico com glicocorticdides, doenca de Paget, osteogénese
imperfeita, mieloma mdltiplo, paratireoidismo primério, dentre outras (DRAKE; CLARKE;
KHOSLA, 2008; HAMADEH; NGWA; GONG, 2015). Além disso, os BFs mais potentes séo
comumente empregados como adjuvantes na terapia oncoldgica, com o intuito de evitar a
progressdo de metéstases Osseas, controlar a hipercalcemia e a dor Gssea em neoplasias
malignas osteotrpicas, como é o caso dos tumores de mama, prostata, rim e pulméo
(ORYAN; SAHVIEH, 2021; VANNALA; PALAIAN; SHANKAR, 2020). Com o avango
recente nas pesquisas sobre os mais diferentes efeitos dos BFs, estes vém sendo empregados
também no tratamento de alteracdes ndo relacionadas ao esqueleto, como é o caso das
doencgas neurodegenerativas. Existe ainda o interesse na utilizacdo dos BFs como carreadores
0sseos para outros tipos de drogas, como antibidticos, hormoénios e medicamentos
antineoplasicos. No entanto, mais estudos sdo necessarios para confirmar a real eficacia e
seguranca da utilizacdo dos BFs para tais finalidades (CREMERS et al., 2019).

A estrutura quimica dos BFs é relativamente simples, sendo analoga ao pirofosfato
enddgeno, e constituida por um carbono central ligado de forma covalente a dois grupamentos
fosfatos e duas cadeias laterais, chamadas de R1 e R2 (FIGURA 2). Enquanto R1 é
responsavel por mediar a afinidade das moléculas do farmaco pelos cristais de hidroxiapatita
presentes na matriz 6ssea, R2 é a responsavel pelas principais propriedades farmacoldgicas do
medicamento, incluindo a sua poténcia (EBETINO, 2011; ROGERS et al., 2011; ROGERS;
MONKKONEN; MUNOZ, 2020; SOARES et al., 2016). A presenca ou a auséncia de
nitrogénio na cadeia lateral R2 permite classificar quimicamente os BFs em nitrogenados e
ndo nitrogenados (CHADA et al., 2013), e tal caracteristica esta intimamente relacionada ao
mecanismo de agédo destes farmacos (EBETINO, 2011; ROGERS et al., 2011; ROGERS;
MONKKONEN; MUNOZ, 2020; SOARES et al., 2016).

Os BFs nitrogenados sdo os mais utilizados na atualidade e dentre eles estdo:
pamidronato, neridronato, olpadronato, alendronato, ibandronato, risedronato e zoledronato,
sendo que este Gltimo apresenta a maior poténcia relativa quando comparado aos demais
(ORYAN; SAHVIEH, 2021). Estes farmacos sao capazes de alterar o metabolismo 6sseo pela
interrupcdo da via do mevalonato nos osteoclastos, por meio da inativagdo da enzima farnesil-

PP sintase. Tal acdo impede a formacéo dos produtos farnesil-PP e geranilgeranil-PP, os quais
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se mostram essenciais a prenilagdo de pequenas proteinas GTPases, como Ras, Rho e Rac. A
auséncia destas proteinas, por sua vez, estd diretamente relacionada com importantes
alteracdes morfologicas e no citoesqueleto dos osteoclastos, o que impossibilita a formacao da
zona clara e da zona pregueada, necessarias ao acoplamento destas células na matriz 6ssea e a
criacdo do microambiente propicio para a reabsorcdo, além de prejudicar o trafego intracelular
de vesiculas. A auséncia destas GTPases parece ainda estar associada com a inibi¢cdo da
osteoclastogénese e com a indugdo prematura da apoptose em osteoclastos ativos (CREMERS
et al., 2019; EBETINO, 2011; ROGERS et al., 2011; ROGERS; MONKKONEN; MUNOZ,
2020; SOARES et al., 2016) (FIGURA 2).

FIGURA 2 - Estrutura quimica dos bisfosfonatos nitrogenados e representacdo da via do mevalonato, com
destaque para o local de atuacgdo destes farmacos.
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Abreviacdo: N-BFs, bisfosfonatos nitrogenados. FONTE: O Autor (2023).

Devido a sua peculiar caracteristica de adsorcdo aos tecidos mineralizados, a liberacéo
dos BFs ocorre principalmente quando existe a reabsorcao da regido de tecido 6sseo na qual
estdo depositados, fato este que responde por sua longa meia-vida. Ao ser liberado, o farmaco
pode entdo ser fagocitado pelos osteoclastos e retornar a circulagdo sistémica, sendo excretado
pela via renal ou até mesmo reincorporado ao 0sso (CREMERS et al., 2019). Este processo
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farmacocinético ciclico dos BFs no organismo parece ser o principal responséavel pela sua
deteccdo em pequenas quantidades na urina de pacientes até mesmo dez anos apds a
interrupcao do tratamento medicamentoso (SAMPAIO; VELOSO; BARBOSA, 2010).

O uso de BFs, assim como o de quaisquer outros farmacos, pode estar relacionado a
ocorréncia de reacOes adversas. A maior parte destas reagdes estd associada aos disturbios do
trato gastrointestinal superior, & toxicidade renal, além de dores musculares e articulares,
reacOes de hipersensibilidade, dentre outras (PAPAPETROU, 2009). Entretanto, uma reacéao
adversa que merece destaque, principalmente dentro da area odontoldgica, é a osteonecrose
dos maxilares associada a terapia medicamentosa (ONMM), a qual tem sido observada cada
vez com maior frequéncia em fungdo da crescente utilizacdo desta classe de farmacos e
também em razdo do aumento significativo na expectativa de vida da populacdo de modo
geral (LUNGU et al., 2018; MARX, 2003; RUGGIERO et al., 2014; RUGGIERO et al.,
2022).

A ONMM foi definida pela Associagdo Americana de Cirurgibes Orais e
Maxilofaciais (AAOMS, American Association of Oral and Maxillofacial Surgeons) como a
condicdo patoldgica caracterizada pela presenca de 0sso exposto na regido maxilofacial, ou
0ss0 que pode ser sondado através de fistula intra ou extraoral, por um periodo maior do que
oito semanas, em pacientes submetidos a tratamento prévio ou atual com droga
antirreabsortiva, sozinha ou combinada com imunomoduladores, e/ou droga antiangiogénica,
e que ndo possuem histdrico de radioterapia ou doenca metastatica nesta regido (RUGGIERO
et al.,, 2022). Para a Sociedade Italiana de Patologia e Medicina Oral (SIPMO, Societa
Italiana di Patologia e Medicina Orale), a ONMM é uma reacdo medicamentosa adversa,
descrita como a progressiva destruicdo e morte do 0sso, que acomete a mandibula e a maxila
de pacientes expostos ao tratamento com medicamentos conhecidos por aumentarem o risco
da doenca, na auséncia de um tratamento prévio com radiacdo (CAMPISI et al., 2020). Além
dos BFs, que sdo os mais frequentemente associados a ocorréncia da ONMM, outros
medicamentos com atividade antirreabsortiva também tém sido relacionados, como é o caso
do Denosumab, um potente inibidor seletivo do ligante do receptor ativador do fator nuclear
kappa B (RANKL, Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa B Ligand)
(ELEUTHERAKIS-PAPAIAKOVOU; BAMIAS, 2017; HAMADEH; NGWA; GONG,
2015). Assim, a medida em que surgem novos relatos e estudos acerca desta condi¢éo, as suas
defini¢cbes e nomenclaturas véo sendo atualizadas, constituindo-se, inclusive, em controversos

pontos de discussdo entre 0s mais renomados pesquisadores da area.
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A ONMM pode ser distinguida de outras afec¢Bes dsseas com base em seu histérico e
exame clinico (RUGGIERO et al., 2022). Segundo estes aspectos, a ONMM foi categorizada
nos seguintes estadiamentos: I) paciente de risco - paciente assintomatico e sem a presenca de
0SS0 exposto, porém, que foi tratado com droga antirreabsortiva por via intravenosa (1V) ou
oral; 1l) estdgio 0 - ndo h& evidéncia de 0sso necrotico exposto, porém, estdo presentes
sintomas ndo especificos ou sinais clinicos e radiograficos e/ou histopatoldgicos de
osteonecrose; Ill) estagio 1 - presenca de 0sso necrdtico exposto ou 0sso que pode ser
sondado através de fistula em paciente assintomatico, sem evidéncias de infeccdo e/ou
inflamacdo; V) estagio 2 - presenca de 0sso necrético exposto ou 0sso que pode ser sondado
através de fistula em paciente sintomético, com evidéncias de infeccdo e/ou inflamagéo e; V)
estagio 3 - presenca de 0sso necrotico exposto ou 0sso que pode ser sondado através de fistula
em paciente sintomatico, com evidéncias de infeccdo e um ou mais dos seguintes sinais
clinicos: necrose Gssea que se estende além da regido de osso alveolar, fratura patoldgica,
fistula extraoral, comunicacdo com os seios da face ou com a cavidade nasal e oste6lise que se
estende para a borda inferior da mandibula ou assoalho do seio maxilar (RUGGIERO et al.,
2014; RUGGIERO et al., 2022).

A presenca da ONMM compromete significativamente a qualidade de vida do
paciente e, além disso, a progressdo da doenca pode culminar em consequéncias devastadoras
(CAMINHA et al., 2020; TENORE et al., 2020). Seu tratamento pode ser extremamente
longo, se mostrar falho e deixar graves sequelas. A conduta clinica atual adotada para o
tratamento da ONMM tem se baseado no estadiamento supracitado, porém, ndo existe ainda
um protocolo padrdo universalmente aceito, sendo que na maioria dos casos emprega-se a
terapia medicamentosa combinada ou ndo a cirdrgica. A terapia medicamentosa consiste,
predominantemente, no uso prolongado de agentes antimicrobianos, enquanto que a terapia
cirdrgica transita de conservadora a agressiva, desde a curetagem e/ou remogao dos sequestros
0sseos até a resseccdo parcial da maxila ou da mandibula acometida (HAYASHIDA et al.,
2017; KHAN et al., 2015; KHAN et al., 2017; MADEIRA et al., 2020; RUGGIERO et al.,
2014). Cada vez mais terapias adjuvantes ao tratamento tém sido propostas, como é o caso da
utilizacdo de pentoxifilina, tocoferol, teriparatida e terapias com 0zonio, oxigénio hiperbarico
e laser. Todavia, a conduta clinica ideal seria aquela capaz de evitar o desencadeamento da
ONMM, atuando de forma preventiva (EL-RABBANY et al., 2017; HAYASHIDA et al.,
2017; KHAN et al., 2015).

A dificuldade no tratamento da ONMM deve-se, em grande parte, a limitada

compreensdo de sua etiopatogenia, a qual, supostamente, apresenta uma natureza multifatorial
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e extremamente complexa (RUGGIERO et al., 2022). Ainda que as primeiras descri¢cdes de
ONMM tenham sido relatadas no ano de 2003 (MARX, 2003; MIGLIORATI, 2003; WANG;
GOODGER; POGREL, 2003), somente nos ultimos dez anos as pesquisas experimentais e
clinicas tém tomado consisténcia e buscado desvendar as reais causas e 0S Mmecanismos
envolvidos no desenvolvimento desta condi¢do patoldgica.

Na atualidade séo apontados como supostos fatores etiopatogénicos da ONMM: 1) a
potente supressao da atividade reabsortiva dos osteoclastos, capaz de desregular o processo de
remodelacdo dssea e, assim, permitir o acimulo de sucessivas microfraturas no tecido 6sseo,
0 que resulta em areas de tecido ndo vital, favorecendo o estabelecimento de infeccGes
secundarias com o subsequente aumento da necrose 6ssea; I1) o potente efeito antiangiogénico
das drogas antirreabsortivas, capaz de levar a necrose avascular do tecido dsseo; Ill) o
favorecimento a infec¢édo intrinsecamente induzido pelos BFs; 1V) o efeito citotoxico dos BFs
sobre vérias linhagens celulares, dificultando o reparo de tecidos moles e duros da regido
bucomaxilofacial posteriormente a procedimentos invasivos; V) a presenca de disfuncdes
imunoldgicas inatas ou adquiridas, 0 que compromete a resposta protetiva e reparadora e; V1)
fatores genéticos predisponentes, provavelmente relacionados a mutacbes em genes
envolvidos com o turnover 6sseo, com a formacao de colageno e angiogénese, com a resposta
imunolégica ou com certas doencas ¢sseas metabolicas (AGHALOO; HAZBOUN;
TETRADIS, 2015; BADEL et al.,, 2013; KUROSHIMA; SASAKI; SAWASE, 2019;
RUGGIERO et al., 2022).

A incidéncia da ONMM tem se mostrado entre 0,01 e 0,04% em pacientes que fazem
uso de BFs menos potentes ou em menor dosagem, administrados pela via oral, os quais sao
predominantemente prescritos para o0 tratamento da osteoporose, como € 0 caso do
alendronato. No entanto, esta incidéncia aumenta para até 12% em pacientes que utilizam BFs
mais potentes ou em maior dosagem, administrados pela via 1V, os quais séo principalmente
prescritos para a complementacdo da terapia oncoldgica, como é o caso do zoledronato
(KHAN et al, 2017; KUROSHIMA; SASAKI; SAWASE, 2019; MCGOWAN;
MCGOWAN; IVANOVSKI, 2018; OTTO et al., 2012). A dose utilizada para o tratamento da
osteoporose é usualmente denominada de dosagem osteoporotica, enquanto que a dose
empregada como adjuvante a terapia oncologica é denominada de dosagem oncoldgica
(TORO, 2019). Assim, o risco de ocorréncia da ONMM é consideravelmente maior na
dosagem oncoldgica do que na dosagem osteoporética (RUGGIERO et al., 2022). Além
disso, conforme ja mencionado, devido ao seu efeito cumulativo nos tecidos mineralizados, a

incidéncia da ONMM pode atingir até 21% dos pacientes ap0s o terceiro ano de uso destes
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farmacos (KHAN et al., 2017; KUROSHIMA,; SASAKI; SAWASE, 2019; MCGOWAN;
MCGOWAN; IVANOVSKI, 2018; OTTO et al., 2012). Em sintese, constata-se que quanto
maior a poténcia antirreabsortiva do farmaco, a sua dosagem e a duracao do tratamento, maior
é o risco de ocorréncia da ONMM (ALDHALAAN; BAQAIS; AL-OMAR, 2020). Ademais,
0 uso concomitante de BFs e corticosterdides ou quimioterdpicos potencializa tal risco
(WICK et al., 2022).

Além do risco relacionado ao medicamento, estudos epidemioldgicos vém apontando
os principais fatores de risco relacionados ao paciente e as condicdes locais. A ONMM
acomete com maior frequéncia mulheres (73%), com idade avancada (média de 66 anos e
uma variagao entre 42-90 anos), supostamente em funcdo da grande quantidade de mulheres
que fazem uso de drogas antirreabsortivas para complementacdo do tratamento do cancer de
mama e para osteoporose severa na senescéncia. A presenca de comorbidades associadas,
como diabetes, obesidade, anemias e cancer também estdo entre os principais riscos. Dentre
as condi¢des predisponentes locais encontram-se os procedimentos odontoldgicos invasivos,
tais como as exodontias, que respondem pela grande maioria dos casos, seguidos pelos
processos de natureza inflamatorio-infecciosa cronica, tais como a periodontite (HALLMER
et al., 2018; KHAN et al., 2017; KUROSHIMA; SASAKI; SAWASE, 2019; MCGOWAN,;
MCGOWAN; IVANOVSKI, 2018; OTTO et al., 2012; RUGGIERO et al., 2022).

Atualmente tem sido continuamente reportado um tipo de ONMM relacionada aos
implantes odontoldgicos (10), a ONMM-IO (FIGURA 3). Com a constante evolucdo dos
biomateriais e nas técnicas operatorias dentro da odontologia, hoje os 10 e as proteses
implanto-suportadas se constituem na melhor estratégia reabilitadora para a substituicdo de
dentes perdidos, em funcgdo de suas caracteristicas estéticas e funcionais e de sua longevidade
(BOSSHARDT; CHAPPUIS; BUSER, 2017; BUSER; SENERBY; BRUYN, 2017). Os 10
normalmente sdo estruturados como um cilindro dotado de espiras, o qual é inserido em loja
cirurgica previamente preparada na maxila ou na mandibula, imediatamente apds uma
exodontia ou posteriormente ao reparo alveolar, e nele se conecta um pilar intermediario
transmucoso, sobre o qual é parafusada ou cimentada uma protese (ZOHABIAN, et al.,
2015). Apos o procedimento cirargico de instalagdo dos 10 ocorre o0 processo de reparacdo
peri-implantar, que envolve o tecido 6sseo e os tecidos moles em suas adjacéncias (INSUA et
al., 2017).

Em 1977, Branemark et al. idealizaram e conceituaram a osseointegracdo como sendo
0 contato direto entre o tecido 0sseo e a superficie do implante, ao nivel de resolucdo da

microscopia optica. Porém, ao longo dos anos, sua definicdo foi sendo aprimorada e, em
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2014, Albrektsson et al. postularam o mais atual conceito, caracterizando a osseointegragéo
como uma reacdo do tipo corpo estranho, na qual o tecido ésseo interfacial é formado como
uma reacdo de defesa do organismo para proteger os seus tecidos do implante. Independente
do conceito, deve ser levado em consideracdo que o sucesso do tratamento reabilitador com
10 depende da resposta dos tecidos peri-implantares. Apds a conclusdo do processo de reparo
peri-implantar, incluindo a osseointegracdo, e ao estarem em plena func¢do na cavidade bucal,
os 10 passam a depender da colaboracdo do paciente, com uma adequada higiene bucal
(PIRC; DRAGAN, 2017) e, alem disso, ficam expostos por um longo periodo a inumeras
condicBes desfavoraveis, tais como habitos deletérios do paciente (tabagismo, por exemplo),
efeitos locais de doengas sistémicas (diabetes e osteoporose, por exemplo) e acdo indesejada
de alguns medicamentos, como 0s agentes quimioterapicos e as drogas antirreabsortivas
(AGHALOO et al., 2019; CHRCANOVIC; ALBREKTSSON; WENNERBERG, 2015).

Estudos clinicos evidenciaram que a ONMM-IO pode se manifestar de forma precoce,
em cerca de 1/3 dos pacientes, ou como uma complicagéo tardia, nos outros 2/3 dos pacientes
acometidos. Quando estabelecida de forma precoce, normalmente esta diretamente
relacionada aos procedimentos cirdrgicos de instalagdo dos 10 e, deste modo, ocorre nos
primeiros seis meses pos-operatorios, durante o periodo de reparo peri-implantar
(GIOVANNACCI et al., 2016; KWON et al., 2014). Quando manifestada de forma tardia,
seu desencadeamento estd relacionado a presenca do implante ja osseointegrado, apés seis
meses de sua instalacdo, ou seja, depois de concluido o processo de reparacao peri-implantar
(BENNARDO et al., 2020; ESCOBEDO et al., 2020; GIOVANNACCI et al., 2016; GOSS et
al., 2010; JACOBSEN et al., 2013; LAZAROVICI et al., 2010; LOPEZ-CEDRUN et al.,
2013; POGREL; RUGGIERO, 2018). Uma caracteristica peculiar deste ultimo tipo é que a
maioria dos pacientes tratados com BFs e que manifestaram a ONMM-IO faziam uso da
dosagem oncologica e desenvolveram a doenca nos trés primeiros anos do tratamento
medicamentoso (STAVROPOULOS et al., 2018). Corroborando tais achados, um estudo
clinico conduzido por Pichardo et al. (2020) verificou que a ONMM-IO ¢é prevalente em
pacientes que iniciaram o tratamento com drogas antirreabsortivas posteriormente a instalacdo
dos IO.

Diante disso, com o intuito de evitar a ocorréncia da ONMM-IO, a AAOMS
recomendou a contraindicacdo dos 10 em pacientes tratados com dosagem oncologica de BFs
administrados pela via IV. Todavia, segundo a mesma recomendacdo, os 10 ndo estdo
contraindicados em pacientes tratados com dosagem osteoporotica de BFs administrados pela

via oral, porém, € dever do cirurgido-dentista alerta-los quanto ao minimo risco (GRANT et
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al., 2008). Com esta medida preventiva, busca-se evitar o desencadeamento da ONMM-IO
relacionada aos procedimentos cirdrgicos de instalagdo dos 10, o que perfaz a minoria dos
casos, conforme exposto. No entanto, uma condi¢do que deve ser vista com preocupacdo é
aquela apresentada por pacientes que ja possuem 1O osseointegrados na cavidade bucal e que,
em um determinado momento da vida, necessitam iniciar e manter um tratamento
medicamentoso com drogas antirreabsortivas, seja na dosagem oncoldgica ou na dosagem
osteopordtica por um tempo prolongado, tendo em vista que tais pacientes constituem a
maioria dos casos de ONMM-I0O relatados na atualidade (SHER et al., 2021).

Kown et al. (2014) avaliaram as principais caracteristicas clinicas, radiograficas e
histopatoldgicas das lesdes de ONMM-IO e descreveram trés padrdes principais de destruicdo
Ossea ao redor dos 10 nestas condicgdes: ) tipo congelado - abundante necrose 6ssea ao redor
do implante e nas adjacéncias do o0sso alveolar, com discreta inflamacdo nos tecidos moles
peri-implantares, graus variados de infiltrado inflamatdrio nos espagos medulares e extensas
areas de tecido 6sseo haversiano desprovido de componentes celulares; I1) tipo osteolitico -
extensa ostedlise ao redor do implante, com ou sem a formacéo de sequestros 6sseos, intensa
inflamacdo nos tecidos moles peri-implantares e presenca de espiculas dsseas viaveis ou
necrdticas, a semelhanga do que ocorre na osteomielite e; Ill) tipo em bloco - grande
sequestro 6sseo em bloco contendo o implante aderido ao 0sso peri-implantar necrético, sem
grande perda de sua osseointegracdo. As vezes os trés padrdes podem coexistir na mesma
lesdo, dependendo do grau de destruicdo Gssea e da severidade da infeccdo associada (KOWN
etal., 2014) (FIGURA 3).

Dentre as consequéncias clinicas preocupantes relacionadas com a ONMM-IO esta o
comprometimento de grandes extensfes das maxilas ou da mandibula e a frequente ocorréncia
de fratura patoldgica nestes 0ssos, em especial quando a necrose se encontra acompanhada de
sequestracOes 0sseas, como observado nos tipos osteolitico e em bloco. Enquanto Otto et al.
(2011) reportaram fratura patoldgica em cerca de 3% dos pacientes acometidos por ONMM
pos-exodontia, Escobedo et al. (2020) verificaram que esta condicdo acomete cerca de 60%
dos individuos com ONMM-IO. Assim, esta é uma caracteristica que compromete
substancialmente a qualidade de vida do paciente, dificulta sobremaneira a sua reabilitagéo e,
na maioria das vezes, resulta em sequelas que prejudicam as fungdes de todo o aparelho

estomatognatico.
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FIGURA 3 - Fotografias evidenciando algumas das principais caracteristicas clinicas da ONMM-IO.

Simbolos: setas pretas, areas de exposi¢do 6ssea na cavidade bucal ao redor dos implantes odontoldgicos; seta
vermelha, implante odontoldgico e sequestro dsseo sendo removidos em bloco; seta azul, 0sso necrético aderido
ao implante odontolégico explantado. FONTE: O Autor (2023), elaborada com fotografias gentilmente cedidas
pelo Prof. Assoc. Leonardo Perez Faverani (FOA-UNESP).

Alguns estudos clinicos tém reportado uma forte correlacdo entre a presenca de peri-
implantite (PI) e a ocorréncia da ONMM-IO em pacientes que fizeram ou faziam uso de
drogas antirreabsortivas (KWON et al., 2014; PICHARDO et al., 2020; SEKI et al., 2021;
TEMPESTA et al., 2022; TROELTZSCH et al., 2016). A Pl é uma condicdo patolégica
primariamente iniciada por bactérias, no entanto, fortemente influenciada por fatores locais e
sistémicos, e que acomete os tecidos peri-implantares, caracterizada por inflamacgéo no tecido
conjuntivo e pela perda progressiva do tecido 6sseo de suporte, podendo culminar, inclusive,
com a explantacéo dos 10 (SCHWARZ et al., 2018).

Dados epidemioldgicos indicam que a Pl acomete cerca de 56% dos pacientes com 10
e pode se apresentar inicialmente de forma assintomatica, apenas com sinais de sangramento a
sondagem e perda Ossea parcial, o que dificulta o estabelecimento de um diagndstico
adequado nesta fase. Com a evolucdo do quadro, por sua vez, comumente séo observadas
grandes profundidades de sondagem, com a formacé&o de verdadeiras bolsas peri-implantares,
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supuracdo, drenagem sinusal, além de dor, tumefacdo e recessdao da mucosa peri-implantar
(LANG; SALVI; SCULEAN, 2019; SCHWARZ et al., 2018; SMEETS et al., 2014; TING et
al., 2018). Assim, além de consistir em um fator que pode levar a perda dos 1O presentes na
cavidade bucal, em pacientes submetidos ao tratamento com drogas antirreabsortivas, a Pl
pode também se constituir em um importante fator de risco local para o desencadeamento da
ONMM-IO, com consequéncias negativas ainda maiores. Deste modo, o diagndstico precoce
e 0 seu tratamento efetivo sdo cruciais para a longevidade da terapia reabilitadora com 10 e
para se evitar a ocorréncia da ONMM-IO (PICHARDO et al., 2020; TEMPESTA et al., 2022;
TROELTZSCH et al., 2016).

Devido a sua complexa patogenia e a existéncia de multiplos fatores que podem
contribuir diretamente para a progressao da PIl, diferentes protocolos clinicos vém sendo
descritos e adotados como recursos terapéuticos para esta condi¢do, 0s quais compreendem
desde abordagens ndo cirdrgicas até cirurgias conservadoras, regenerativas e/ou ressectivas,
ou mesmo a combinacdo de diferentes técnicas (EPHROS; KIM; DEFALCO, 2020;
SANTOS-MARTINS et al., 2022). Contudo, ainda ndo existem diretrizes universalmente
estabelecidas e aceitas pela comunidade cientifica, o que torna a experiéncia clinica do
profissional, em grande parte dos casos de PIl, a principal responsavel pela definicdo da
conduta a ser empregada (POLYMERI et al., 2022).

De maneira geral, a escolha do tratamento depende da severidade e da extenséo da
doenca, porém, a descontaminacdo local, com a remoc¢do dos depdsitos bacterianos e dos
fatores retentivos de placa, seja como monoterapia ou como adjuvante a outras modalidades
terapéuticas, parece sempre se mostrar indicada. Assim, o debridamento mecanico (DM) é
considerado o tratamento padrdo e consiste na primeira op¢do de escolha para a grande
maioria dos casos de Pl (FIGUERO et al., 2014; KWON et al., 2014). O DM realizado com
instrumentais odontolégicos manuais, como curetas plasticas, de titanio ou de fibras de
carbono, apresenta inUmeras vantagens sobre as demais formas de tratamento, dentre elas:
maior simplicidade técnica de execucdo, menor custo para o cirurgido-dentista e para o
paciente, menor tempo de tratamento e reducdo da morbidade associada ao procedimento
clinico (WAGNER et al., 2021). Além disso, estudos tém relatado que o DM se mostra eficaz
no controle da PI, principalmente quando empregado como tratamento inicial e na mucosite
peri-implantar, e que abordagens mais complexas, como as terapias cirurgicas, ndo
demonstraram beneficios adicionais sobre os tratamentos mais simples (RENVERT,;
POLYZOIS, 2018; WAGNER et al., 2021).
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Convém destacar que o sucesso no manejo da Pl em pacientes submetidos ao
tratamento com drogas antirreabsortivas pode significar a manutengéo dos 10 osseointegrados
em funcdo e, inclusive, pode se constituir em uma importante estratégia para evitar a
ocorréncia da ONMM-IO. Em contrapartida, o insucesso neste tratamento, além de culminar
com a perda dos 1O, pode resultar na ocorréncia da ONMM-10. No entanto, a escassez de
estudos clinicos e experimentais relacionados & eficécia e a seguranca do DM no tratamento
da Pl em pacientes submetidos a terapia com drogas antirreabsortivas dificulta o
estabelecimento de uma conduta segura e baseada em evidéncias cientificas. Em um estudo
clinico, Tempesta et al. (2022) reportaram que o tratamento mecénico convencional ndo se
mostrou plenamente eficaz no controle da Pl em pacientes osteoporoticos que faziam uso de
medicamentos com acdo antirreabsortiva. Resultados semelhantes também foram relatados
por Seki et al. (2021) e Yuan et al. (2012).

Ademais, deve-se levar em consideragdo o fato de que o tratamento mecénico da P, a
semelhanca da raspagem e alisamento radicular (RAR), proposta o tratamento da periodontite,
embora seja menos invasivo do que as alternativas cirurgicas, é capaz de provocar certo
trauma nos tecidos peri-implantares e, assim, até mesmo exacerbar a resposta inflamatoria em
um primeiro momento. Segundo o estudo experimental desenvolvido por Aradjo (2017), o
emprego da RAR em ratos submetidos ao tratamento com zoledronato n&o alterou a perda
6ssea alveolar, no entanto, aumentou consideravelmente a quantidade de tecido 6sseo nao
vital na regido e provocou a exacerbacdo da resposta inflamatoria local, levando a um quadro
condizente com o estagio 0 da ONMM. Estudos clinicos também reportaram o
desencadeamento da ONMM apds a RAR de sitios com doenca periodontal em pacientes sob
tratamento com drogas antirreabsortivas (BRAUN; IACONO, 2006; DINIZ-FREITAS et al.,
2018). Além disso, como a periodontite é apontada também como um fator de risco para a
ONMM, assim como a PI, os casos em que 0 seu tratamento mecanico foi o verdadeiro
desencadeador da manifestacéo clinica da doencga podem ter sido subestimados.

Diante do exposto, verifica-se que o DM convencional exige muita cautela por parte
do cirurgido-dentista no tratamento da Pl em pacientes sob terapia com medicamentos
antirreabsortivos. Ao passo em que parece exercer um papel vantajoso e benéfico por
desorganizar o biofilme, reduzir a contaminagdo bacteriana local e levar a diminui¢do da
resposta inflamatdria relacionada a presenca de infeccao, pode acarretar um trauma mecanico
aos tecidos peri-implantares e se constituir em um fator de risco adicional e ponto de gatilho
para o desencadeamento da ONMM-IO, com consequéncias ainda mais graves e debilitantes.

Assim, devido a escassez de estudos experimentais adequados e aos controversos achados
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clinicos disponiveis na literatura, ainda ndo e possivel estabelecer a real efetividade e
segurancga desta proposta terapéutica, tornando necessario o seu emprego e avaliacdo em
modelos experimentais padronizados e que relnam as principais caracteristicas clinicas nas

quais se desenvolvem tais alteracdes.
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2 OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo primario avaliar a efetividade e a seguranca do
emprego do debridamento mecanico no tratamento da peri-implantite experimental induzida
por biofilme com o uso de ligadura, em implantes ja osseointegrados na maxila de ratas
senescentes e submetidas a terapia posterior com dosagem oncoldgica de zoledronato,
principalmente no que diz respeito a capacidade de tal abordagem terapéutica em prevenir ou
desencadear a ONMM-10, quando comparada a progressao da peri-implantite na auséncia de
qualquer tratamento local.

Os objetivos secundarios do presente estudo foram: avaliar os efeitos da terapia com
dosagem oncoldgica de zoledronato sobre os tecidos situados ao redor de implantes ja
osseointegrados na cavidade bucal e verificar se a presenca de tais implantes pode consistir
em um fator predisponente para a ONMM durante o tratamento com drogas antirreabsortivas
e; avaliar os efeitos da terapia com dosagem oncoldgica de zoledronato sobre os tecidos
situados ao redor de implantes osseointegrados acometidos pela peri-implantite e verificar se
ocorrem alteracGes potencialmente capazes de colocar tal condi¢do patoldgica como um fator
de risco precipitante para a ocorréncia da ONMM-IO durante o tratamento com drogas

antirreabsortivas.
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3 METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS UTILIZADOS E CONSIDERACOES ETICAS

No presente estudo foram utilizadas 50 ratas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus),
com 14 meses de idade e peso corporal médio de 380g no inicio do periodo experimental. Os
animais foram obtidos no Biotério Central do Instituto de Biociéncias de Botucatu da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (IBB-UNESP) e, posteriormente,
foram mantidos no Biotério de Experimentacdo do Departamento de Ciéncias Bésicas
(disciplina de Histologia e Embriologia) da Faculdade de Odontologia de Aracatuba da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (FOA-UNESP), sob as seguintes
condicdes: ciclo de 12 horas de claro e 12 horas escuro, temperatura ambiente controlada de
22 * 2°C, sistema de ventilacdo e exaustdo permitindo 20 trocas de ar por hora, umidade
relativa do ar em torno de 55 * 5%, e acondicionamento em gaiolas plésticas com, no
maximo, quatro animais por gaiola, onde tiveram livre acesso a agua e ao alimento (racdo
industrializada Presence® Ratos e Camundongos, Neovia Nutricio e Saude Animal Ltda.,
Paulinia/SP, BRA). Todas as medidas cabiveis foram tomadas para se minimizar e/ou reduzir
0 nimero de animais utilizados, bem como evitar o seu sofrimento.

Os procedimentos de manipulacdo experimental foram realizados segundo as normas
preconizadas pelo “Guide to the care and use of experimental animals”, elaborado pelo
Conselho Canadense de Cuidado Animal (CCAC, Canadian Council on Animal Care), e de
acordo com as diretrizes estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle e Experimentagéo
Animal (CONCEA). O protocolo experimental foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da FOA-UNESP em 10/05/2019 (Processo FOA n°. 00330-2019; vide
APENDICE A).

3.1.1 Protocolo de habituacdo dos animais

Ao serem trazidos do Biotério Central para o Biotério de Experimentagdo, 0s animais
passaram por um periodo de habituacdo, com a principal finalidade de promover a sua
familiarizacdo com o ambiente e com o operador, além de minimizar o estresse provocado por
algumas manobras pré-operatdrias e de manipulagdo. Tal protocolo compreendeu os 14 dias
gue antecederam o inicio dos experimentos, sendo que neste periodo, a cada quatro dias, cada

animal foi suavemente manuseado entre as méos do operador por um tempo de 30 segundos,
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no qual foram regularmente aplicadas as manobras de restricdo que simularam aquelas que

seriam empregadas no posterior protocolo experimental.

3.1.2 Anestesia geral

Para todos os procedimentos cirdrgicos e/ou que envolveriam dor, desconforto ou
necessidade de imobilizacdo do animal por um tempo prolongado, isto é, para a exodontia do
incisivo superior e instalacdo do implante de titanio, reabertura e exposicdo da plataforma do
implante de titanio, instalagdo da ligadura de algoddo, remocéo da ligadura de algodédo e
execucdo do debridamento mecénico e eutanasia, os animais foram adequadamente
anestesiados, via injecdo intramuscular (IM), de cloridrato de cetamina (80mg/Kg; Cetamin®,
Syntec do Brasil Ltda., Santana do Parnaiba/SP, BRA) acrescido de cloridrato de xilazina
(10mg/Kg; Xilazin®, Syntec do Brasil Ltda.). Tal associagdo medicamentosa, dosagem e
mecanismo de inducdo anestésica mostraram-se efetivos e estdo de acordo com os protocolos
preconizados por Ervolino et al. (2019), Statkievicz et al. (2018) e Toro et al. (2019).

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
Os procedimentos executados ao longo de todo o periodo experimental nos animais

pertencentes aos diferentes grupos experimentais podem ser observados, de forma cronoldgica

e sintetizada, por meio do fluxograma ilustrado na FIGURA 4.
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FIGURA 4 - Fluxograma dos procedimentos executados ao longo do periodo experimental, com destaque para
0s eventos compreendidos durante o plano de tratamento medicamentoso e os diferentes grupos experimentais.
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-----
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i INSTALACAO DA

GRUPO ZOL-PiE LIGADURA EUTANASIA

: INSTALACAO DA DEBRIDAMENTO
GRUPO ZOL-PiE-DM LIGADURA MECANICO EUTANASIA

A administracao intraperitoneal de veiculo (C) ou zoledronato (ZOL, ZOL-PiE e ZOL-PiE-DM)

FONTE: O Autor (2023).

3.2.1 Exodontia do incisivo superior e instalacdo do implante de titanio

No primeiro dia do periodo experimental, com todos os animais submetidos a
anestesia geral, foi realizada a exodontia do incisivo superior direito, sequida pela instalacdo
imediata de um implante de titanio no respectivo sitio de extracdo dental (FIGURA 4). Para
isso, inicialmente foi realizada antissepsia extraoral com solucdo topica de
polivinilpirrolidonaiodo (PVPI) 10% e antissepsia intraoral com solucdo tdpica de
digluconato de clorexidina 0,12%. Com o auxilio de um instrumental odontolégico do tipo
Hollemback 3S (Quinelato®, Schobell Industrial Ltda., Rio Claro/SP, BRA) foram realizados
0 descolamento e a sindesmotomia dos tecidos periodontais de protecdo, seguidos de uma
cuidadosa luxagéo do incisivo superior direito, por meio de movimentos de alavanca interfixa
e inter-resistente nos sentidos mésio-distal e vestibulo-palatino do elemento dentario, com o
intuito de romper as fibras principais e secundarias do ligamento periodontal (FIGURA 5a).
Com uma pinga clinica romba de maior didmetro de ponta ativa foi realizada a apreenséo do
dente na regido de seu colo anatdbmico, seguida por um movimento de tragdo rotacionada no
sentido vestibulo-palatino, culminando com a extragédo dental (FIGURA 5b, FIGURA 5c).
Convém destacar que o incisivo superior destes roedores apresenta o formato aproximado de
uma letra C e, devido ao seu crescimento radicular continuo ao longo da vida do animal, é

possivel observar a presenca da papila dentéria apical na extremidade da raiz (LOSCO, 1995).
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Deste modo, imediatamente apds o procedimento de exodontia, todos os dentes removidos
foram avaliados segundo a sua morfologia e presenca da papila dentaria apical, o que
assegurou a inexisténcia de fraturas e/ou de remanescentes dentais e teciduais no alvéolo.

Em seguida, no alveolo dental previamente ocupado pelo incisivo superior direito, foi
instalado um implante confeccionado em liga de titanio, especialmente projetado para tal
finalidade, apresentando formato cilindrico, com 2,5mm de didmetro por 5,7mm de
comprimento, conexao do tipo hexagono interno e superficie tratada por meio de jateamento e
ataque acido (Dentfix®, Allied Titanium Eireli, Santa Rita do Passa Quatro/SP, BRA)
(FIGURA 6). Com o auxilio de uma chave digital acoplada a conexao interna do implante e
por meio de movimentos de rosqueamento, o implante foi inserido até que se obtivesse um
travamento primario adequado e, consequentemente, a sua estabilizacdo, garantida pelas
paredes laterais e pela propria curvatura do alvéolo dental. A insercdo do implante foi
realizada de forma lenta e gradual, respeitando a resiliéncia do tecido 6sseo, e objetivando a
expansdo progressiva das paredes laterais do alvéolo, até que fosse alcancado um
posicionamento da plataforma do implante a nivel gengival ou minimamente subgengival
(FIGURA 5d, FIGURA 5e). Imediatamente apds a instalacdo, os tecidos moles peri-
implantares foram reposicionados e suturados com fio de seda 4.0 (Shalon Suturas®, S&o Luis
de Montes Belos/GO, BRA) para estabilizacdo e manutencdo do coagulo sanguineo no local
(FIGURA 5f). Findada a presente etapa de procedimentos cirrgicos, 0s animais receberam
0,Iml/Kg de associacio anti-infecciosa polivalente (PentabiGtico Veterinario®, Zoetis
Industria de Produtos Veterinarios Ltda., Campinas/SP, BRA), via IM, conforme protocolo
para prevencao de infecgfes (PALIN et al., 2018).

Os implantes foram mantidos em posi¢do, sem qualquer intervencgdo, por um periodo

de 56 dias (oito semanas), visando a obtencéo de sua osseointegracéo.

3.2.2 Reabertura e exposicdo da plataforma do implante de titanio

Na 82 semana pos-operatoria foi realizada a reabertura do sitio de implantagdo, com a
consequente exposicdo da plataforma do implante de titdnio na cavidade bucal dos animais
(FIGURA 4). Para isso, ap0s a anestesia geral e antissepsia, foi realizada a anestesia local
com infiltragdo subperiosteal de lidocaina 2% acrescida de adrenalina 1:100.000 (Alphacaine
100®, DFL Industria e Comércio S.A., Rio de Janeiro/RJ, BRA), para hemostasia e adequada
visualizagdo do campo operatdrio. Uma inciséo linear com lamina de bisturi 15C foi realizada

no rebordo alveolar sobre a regido implantada, e um retalho de espessura total foi rebatido
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com o auxilio de um instrumental odontolégico do tipo Hollemback 3S (Quinelato®, Schobell
Industrial Ltda.), permitindo a exposi¢éo e a visualizacdo da plataforma do implante de titanio
instalado. Em alguns espécimes, apos a confecgdo e rebatimento do retalho tecidual, houve a
necessidade de remocdo de uma pequena quantidade de tecido &sseo que recobria a
plataforma do implante, sendo entdo realizada a osteotomia com uma broca esférica n°. 4,
montada em motor cirtrgico com 600rpm (Neosurg XT Plus, Neodent®, JJGC Inddstria e
Comércio de Materiais Dentérios S.A., Curitiba/PR, BRA), acompanhada por irrigacao
constante com solucéo salina fisiologica e aspiracdo com sugador de alta poténcia.

Um cicatrizador com 1,8mm de altura, especialmente projetado para esta finalidade
(Dentfix®, Allied Titanium Eireli) (FIGURA 6), foi instalado sobre a plataforma do implante
com o auxilio de uma chave digital em movimentos de rosqueamento. Neste momento, a
estabilidade secundaria do implante foi aferida clinicamente e aqueles animais cujos
implantes ndo se encontravam perfeitamente estaveis e osseointegrados foram excluidos do
experimento.

Ao final, uma sutura simples interrompida com fio de seda 4.0 (Shalon Suturas®) foi
realizada para reaproximacdo e estabilizacdo dos tecidos peri-implantares ao redor do
cicatrizador, o qual permaneceu exposto na cavidade bucal. Os animais foram mantidos em
observacdo, sem qualquer intervencdo, por um periodo de sete dias, visando a reparacdo dos

tecidos manipulados previamente a etapa experimental seguinte.

3.2.3 Definicdo dos grupos experimentais e plano de tratamento medicamentoso

Na 92 semana do periodo experimental, ou seja, sete dias ap0s a reabertura e exposicao
da plataforma do implante de titdnio, os animais cujos implantes se encontravam
osseointegrados (N=24) foram igualmente e de forma aleatéria distribuidos em quatro grupos
experimentais: C (Controle), ZOL, ZOL-PiE e ZOL-PiE-DM. Foi entdo iniciado o protocolo
medicamentoso, 0 qual perdurou por dez semanas, ou seja, estendendo-se até a 192 semana do
periodo experimental (FIGURA 4). O protocolo medicamentoso consistiu na administragdo
intraperitoneal (IP), a cada quatro dias, de 0,45ml de veiculo (solucdo salina fisioldgica, NaCl
0,9%), para os animais do grupo C, ou de 0,45ml de veiculo acrescido de 100ug/Kg de
zoledronato (Zoledronic Acid Monohydrate, Sigma-Aldrich Co., St. Louis/MO, EUA), para os
animais dos grupos ZOL, ZOL-PiE e ZOL-PiE-DM. A dose e o plano de tratamento
medicamentoso empregados no presente estudo consistiram em uma adaptacao para o rato do

protocolo atualmente utilizado para complementacdo da terapia oncologica em humanos,
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segundo estabelecido por estudos prévios (ERVOLINO et al., 2019; SILVA et al., 2015;
STATKIEVICZ et al., 2018; TORO et al., 2019).

3.2.3.1 Grupos experimentais

Grupo C (n=6): os animais receberam injecdo IP constituida apenas por veiculo, a
cada quatro dias, durante dez semanas, ou seja, a partir da 9% até a 192 semana do periodo
experimental. A eutanasia foi executada na 192 semana do periodo experimental (FIGURA 4).

Grupo ZOL (n=6): os animais receberam injecdo IP constituida por veiculo acrescido
de zoledronato, a cada quatro dias, durante dez semanas, ou seja, a partir da 9% até a 192
semana do periodo experimental. A eutanasia foi executada na 19% semana do periodo
experimental (FIGURA 4).

Grupo ZOL-PIiE (n=6): os animais receberam injecdo IP constituida por veiculo
acrescido de zoledronato, a cada quatro dias, durante dez semanas, ou seja, a partir da 9% até a
192 semana do periodo experimental. Decorridas cinco semanas do inicio do tratamento
medicamentoso, receberam uma ligadura de algoddo ao redor do implante instalado para
inducdo da peri-implantite experimental, a qual permaneceu em posicdo por mais cinco
semanas. A eutanasia foi executada na 19? semana do periodo experimental (FIGURA 4).

Grupo ZOL-PiE-DM (n=6): os animais receberam injecéo IP constituida por veiculo
acrescido de zoledronato, a cada quatro dias, durante dez semanas, ou seja, a partir da 9 até a
192 semana do periodo experimental. Decorridas cinco semanas do inicio do tratamento
medicamentoso, receberam uma ligadura de algoddo ao redor do implante instalado para
inducdo da peri-implantite experimental, a qual permaneceu em posi¢do por um periodo de
duas semanas, quando entdo foi removida e realizado o tratamento local por meio do
debridamento mecanico. A eutanasia foi executada na 192 semana do periodo experimental
(FIGURA 4).

3.2.4 Peri-implantite experimental (PiE) induzida por ligadura

Na 14?2 semana do periodo experimental, com os animais devidamente anestesiados e
apos a antissepsia, nos grupos ZOL-PiE e ZOL-PiE-DM foi instalada uma ligadura de
algoddo (#24; Coats Corrente Ltda., S&o Paulo/SP, BRA) ao redor da porgédo cervical do
cicatrizador acoplado ao implante, de modo que tal ligadura se mantivesse posicionada na
regido do sulco peri-implantar (FIGURA 5g, FIGURA 5h, FIGURA 5i), levando ao acimulo
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de biofilme bacteriano e, consequentemente, ao desencadeamento da PiE (FIGURA 5j). No
grupo ZOL-PIiE, com o objetivo de se avaliar a progresséo da doenca na auséncia de qualquer
tratamento local, a ligadura foi mantida em posicao até o final do periodo experimental. No
grupo ZOL-PIiE-DM, a ligadura foi mantida em posi¢cdo por um periodo de duas semanas,
quando entdo foi removida e executado o tratamento local por meio do debridamento
mecanico (FIGURA 4).

3.2.5 Tratamento local por debridamento mecanico (DM)

Na 162 semana, ou seja, duas semanas apés a instalacdo da ligadura de algoddo, com
0s animais devidamente anestesiados e ap0s a antissepsia, no grupo ZOL-PiE-DM foi
realizada a remocéo da ligadura seguida por uma Unica sessdo de DM com curetas manuais
plasticas (Supremo® Instrumentos Cirlrgicos, Sdo Paulo/SP, BRA) (FIGURA 4), através de
movimentos de tracdo em sentido mésio-distal (nas faces vestibular e lingual) e movimentos
de tracdo em sentido vestibulo-palatino (nas faces mesial e distal) nas espiras do implante
expostas na cavidade bucal, nos espacos existentes entre elas e na regido de conexdo com o
cicatrizador (FIGURA 5k, FIGURA 5I).

3.2.6 Cuidados pds-operatdrios de rotina

Desde a instalacdo do implante até o final do periodo experimental, todos os animais
foram submetidos a dieta exclusiva com ragdo industrializada triturada, com o objetivo de
facilitar a sua alimentagdo e minimizar o estresse biomecanico da mastigacdo sobre o
implante instalado. Além disso, devido ao crescimento continuo dos incisivos dos roedores,
semanalmente os incisivos inferiores foram cortados ao nivel de sua regido coronaria de
esmalte e dentina sem, contudo, haver exposi¢do pulpar, com o intuito de evitar uma acao

mecanica prejudicial destes dentes sobre a area em que o implante foi instalado.

3.2.7 Eutanésia e obtencdo das amostras

Findado o periodo experimental, ou seja, na 19? semana, todos os animais foram
profundamente anestesiados e submetidos a eutanasia (FIGURA 4), por meio de perfusao
transcardiaca com 100ml de solucdo salina fisioldgica acrescida de 0,1% de heparina, seguida

por 800ml de solucdo fixadora, constituida de 4% de formaldeido (Paraformaldehyde, Sigma-
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Aldrich Co.) em tampéo fosfato-salino (PBS, Phosphate Buffered-Saline), 0,1M, pH 7,4. As
maxilas contendo os implantes foram dissecadas e submetidas a pos-fixagdo na mesma

solucéo fixadora pelo periodo de 48 horas para o processamento laboratorial subsequente.

FIGURA 5 - Sequéncia de procedimentos cirlrgicos e clinicos executados ao longo do periodo experimental.

(a-c) Sindesmotomia e luxagéo, apreensdo e exodontia do incisivo superior direito. (d-f) Instalagdo do implante
de titdnio no alvéolo previamente ocupado pelo incisivo superior direito, por meio de movimentos de
rosqueamento com chave digital acoplada a conexdo interna do implante, seguida pela sutura dos tecidos moles
peri-implantares. (g-i) Instalacdo e posicionamento da ligadura de algoddo ao redor da porcdo cervical do
cicatrizador acoplado ao implante para inducdo da peri-implantite experimental. (j-1) Acimulo de biofilme ao
redor da ligadura de algodao ap6s duas semanas de sua instalacdo e utilizacdo de curetas manuais plasticas para a
execucao do debridamento mecanico nos animais do grupo ZOL-PiE-DM. FONTE: O Autor (2023).
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FIGURA 6 - Representacao gréafica e fotografia evidenciando as caracteristicas estruturais do implante de titanio
e do cicatrizador utilizados no presente estudo.
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(a) Desenho esquematico da estrutura do implante de titdnio e do cicatrizador com as suas respectivas
dimensdes. (b) Fotografia evidenciando o implante de titdnio e o cicatrizador de forma individualizada e
acoplados um ao outro. Abreviagdo: mm, milimetros. FONTE: O Autor (2023).

3.3 PROCESSAMENTO LABORATORIAL

Apos o periodo de fixacdo, as maxilas foram lavadas em &gua corrente por 12 horas e,

em seguida, foram imersas em solucdo desmineralizadora, constituida por 10% de &cido

etilenodiamino tetra-acético (EDTA, Ethylenediaminetetraacetic Acid, Sigma-Aldrich Co.)

em PBS, durante 70 dias. Apos a completa desmineralizacdo, os espécimes foram novamente
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lavados em agua corrente por 24 horas e os implantes foram cuidadosamente desrosqueados e
removidos com o auxilio de uma chave digital acoplada a conexdo interna dos cicatrizadores
instalados aos implantes.

As amostras foram entdo desidratadas pelo etanol (Synth®, Labsynth Produtos Para
Laboratdrios Ltda., Diadema/SP, BRA) em série crescente de concentragdo (de 70°GL a
100°GL), diafanizadas pelo xilol (Synth®, Labsynth Produtos Para Laboratérios Ltda.),
impregnadas pela parafina histolégica (Synth®, Labsynth Produtos Para Laboratorios Ltda.)
em estufa com temperatura controlada (56°C a 58°C) e, por fim, incluidas na parafina
histolégica, de modo que o longo eixo da loja anteriormente ocupada pelo implante ficasse
paralelo a superficie do bloco de parafina. A microtomia foi executada com Sum de
espessura, seguindo um plano de corte longitudinal em relacéo a loja anteriormente ocupada
pelo implante, com progressdao no sentido latero-lateral, ou seja, de mesial para distal. Os
cortes seriados correspondentes a regido central de tal loja foram coletados e as seccOes
histolégicas foram montadas em laminas de vidro silanizadas para microscopia de luz
(Platinum Line® StarFrost, Mercedes Medical LLC., Sarasota/FL, EUA) (TORO, 2019).

3.3.1 Coloragdo pela hematoxilina-eosina (HE)

Para a analise histopatoldgica e analises histométricas nas respectivas areas de
interesse, seccOes histologicas das amostras de cada grupo experimental foram submetidas a
coloracdo pela HE. Para isso, foi realizada a desparafinizacdo inicial em estufa com
temperatura controlada (56°C a 58°C), seguida pela desparafinizacdo completa pelo xilol,
reidratacdo pelo etanol em sequéncia decrescente de concentracdo (de 100°GL a 70°GL) e
imersdo em hematoxilina de Harris e eosina, durante 45 segundos e 5 minutos,
respectivamente. Apds o processo de coloragdo, as laminas histologicas foram novamente
banhadas pelo etanol em sequéncia crescente de concentragdo (de 70°GL a 100°GL),
banhadas pelo xilol e, por fim, recobertas com laminulas de vidro (Olen®, Kasvi Produtos
Laboratoriais, S0 José dos Pinhais/PR, BRA) fixadas em meio de montagem (Permount®,
Fisher Scientific Company LLC., San Diego/CA, EUA) (TORO, 2019).

3.3.2 Reagédo imunoistoquimica

A reacdo imunoistoquimica foi direcionada a deteccdo dos seguintes biomarcadores:

fator de necrose tumoral (TNF, Tumor Necrosis Factor) alfa (TNFa) e interleucina (IL,
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Interleukin) 1 beta (IL-1p), duas das principais citocinas com atividade pro-inflamatoria; fator
de crescimento do endotélio vascular (VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor), um
regulador da angiogénese e vasculatura; osteocalcina (OCN, Osteocalcin), um marcador da
atividade de células da linhagem osteoblastica e; fosfatase &cida resistente ao tartarato (TRAP,
Tartrate-Resistant Acid Phosphatase), um marcador de células da linhagem osteocléastica.

Para a andlise de quantificacdo da densidade de imunomarcacdo ou contagem de
células imunomarcadas nas respectivas areas de interesse, seccdes histoldgicas das amostras
de cada grupo experimental foram submetidas a reacdo imunoistoquimica por meio da técnica
da imunoperoxidase indireta. Para isso, foi realizada a desparafinizagéo inicial em estufa com
temperatura controlada (56°C a 58°C), seguida pela desparafinizacdo completa pelo xilol e
reidratacdo pelo etanol em sequéncia decrescente de concentracdo (de 100°GL a 70°GL). A
partir desta e previamente as proximas etapas da reacdo imunoistoquimica, as sec¢oes
histoldgicas foram lavadas em PBS e em PBS acrescido de 0,05% de Triton® X-100 (Sigma-
Aldrich Co.).

A recuperacdo antigénica foi realizada por meio da imersdo das laminas histoldgicas
em tampdo citrato 10mM e pH 6,0 (Antigen Retreival Buffer, Spring Bioscience Corporation,
Pleasanton/CA, EUA), colocadas em cimara pressurizada (Decloaking Chamber®, Biocare
Medical LLC., Concord/CA, EUA), alcancando a temperatura maxima de 95°C, seguida pelo
resfriamento gradual até atingir a temperatura ambiente. Posteriormente, as laminas foram
imersas em solucBes constituidas de 3% de perdxido de hidrogénio em PBS e de 4% de leite
em poO desnatado em PBS, para o bloqueio da peroxidase e da biotina endogenas,
respectivamente. O blogueio dos sitios inespecificos foi realizado em solucdo constituida de
1,5% de soro albumina bovino (BSA, Bovine Serum Albumine) em PBS acrescido de 0,05%
de Triton® X-100 (Sigma-Aldrich Co.).

As laminas contendo as amostras de cada grupo experimental foram entdo divididas
em cinco lotes, sendo que cada lote foi incubado com um dos seguintes anticorpos primarios,
na concentracdo 1:100, durante 24 horas: anti-TNFa do rato gerado em coelho (Santa Cruz
Biotechnology Inc., Santa Cruz/CA, EUA), anti-IL-1p do rato gerado em coelho (Santa Cruz
Biotechnology Inc.), anti-VEGF do rato gerado em coelho (Santa Cruz Biotechnology Inc.),
anti-OCN do rato gerado em coelho (Santa Cruz Biotechnology Inc.) e anti-TRAP do rato
gerado em cabra (Santa Cruz Biotechnology Inc.). Em sequéncia, para amplificacdo do sinal,
as seccOes histologicas foram incubadas em solucdo contendo anticorpo secundério
biotinilado universal, durante 90 minutos, e, posteriormente, tratadas pela estreptavidina

conjugada a peroxidase da raiz forte (HRP, Horseradish Peroxidase), durante 90 minutos
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(Universal Dako Labeled HRP Streptavidin-Biotin Kit, Dako North America Inc.,
Carpinteria/CA, EUA).

A revelacdo foi realizada utilizando-se como cromogeno o 3,3’-tetracloridrato de
diaminobenzidina (Liquid DAB+ Substrate Chromogen System, Dako North America Inc.),
durante 60 segundos. As seccBes histoldgicas incubadas com o anticorpo primério anti-TRAP
foram ainda submetidas a contra-coloracdo com hematoxilina de Harris, enquanto que as
demais (anti-TNFa, anti-l1L-1p, anti-VEGF e anti-OCN) ndo foram contra-coradas a fim de se
evitar interferéncias durante a analise de densidade de imunomarcacdo. ApOs 0 processo de
revelacdo e/ou contra-coloracdo, as laminas histoldgicas foram novamente banhadas pelo
etanol em sequéncia crescente de concentracdo (de 70°GL a 100°GL), banhadas pelo xilol e,
por fim, recobertas com laminulas de vidro (Olen®, Kasvi Produtos Laboratoriais) fixadas em
meio de montagem (Permount®, Fisher Scientific Company LLC.). Como controle negativo
da reacdo, as sec¢des histologicas destinadas a esta finalidade foram submetidas as mesmas
etapas descritas, suprimindo-se apenas a utilizacdo dos respectivos anticorpos primarios.
Todas as etapas da reacdo imunoistoquimica foram executadas de acordo com protocolos

padronizados descritos por Ervolino et al. (2019) e Toro (2019).

3.4 ANALISE DOS DADOS

3.4.1 Andlise da condicao geral de saude dos animais e exame clinico intraoral

Durante todo o periodo experimental a condicdo geral de saude dos animais foi
monitorada, sendo que as intercorréncias foram registradas e devidamente analisadas. O peso
corporal dos animais foi aferido em trés momentos distintos ao longo do experimento, ou seja,
previamente a exodontia do incisivo superior e instalacdo do implante de titanio, a reabertura
e exposicdo da plataforma do implante de titanio e a eutanésia, e os resultados obtidos foram
expressos em gramas (g), sob a forma de média £ desvio padrdo em cada grupo experimental.
O exame clinico intraoral consistiu na inspecao visual minuciosa da regido a ser operada ou
da regido peri-implantar e adjacéncias nos mesmos momentos supracitados, sendo 0s

resultados dos parametros clinicos avaliados descritos qualitativamente.
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3.4.2 Anélises microscopicas

As analises microscépicas das amostras foram realizadas por um examinador calibrado
(L.F.T.) e validadas posteriormente por um histologista certificado (E.E.), ambos cegos aos
grupos experimentais. Para a realizagdo destas analises utilizou-se um sistema composto por
um microscopio de luz (Axio Scope®, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Goéttingen/NI, ALE)
com camera digital acoplada (AxioCam® MRc5, Carl Zeiss Microscopy GmbH), conectados
ao microcomputador. As fotomicrografias das ldminas histologicas foram capturadas segundo
as diferentes areas de interesse para as analises microscopicas (FIGURA 7), com o auxilio do
software ZEN2 (Blue edition; verséo 6.1.7601; Carl Zeiss Microscopy GmbH).

3.4.2.1 Areas de interesse (Al) para as analises microscopicas

Foram estabelecidas quatro Al distintas para as anélises microscdpicas, as quais foram
denominadas de Al-1, Al-2, Al-3 e Al-4. As dimensdes e o respectivo posicionamento das Al
estdo abaixo descritos e graficamente representados na FIGURA 7.

A Al-1 foi definida como a regido compreendida em um retangulo com 6264um por
4716pm, cujo maior lado acompanhava o longo eixo do implante, contendo todos os tecidos
peri-implantares, em toda a extensdo do implante.

A Al-2 foi definida como a regido compreendida em um retdngulo com 2784um por
2096um, cujo maior lado acompanhava o longo eixo do implante. Tal retdngulo encontrava-se
situado do lado palatino da loja anteriormente ocupada pelo implante, englobando as suas
espiras centrais, sendo posicionado de modo que em sua metade proximal ao implante
estavam incluidos as espiras e os tecidos peri-implantares imediatamente a elas associados, ou
seja, aqueles neoformados durante o processo de reparagdo tecidual e osseointegragéo,
enquanto que em sua metade distal ao implante estava incluido o tecido 0sseo prée-existente na
regido.

A Al-3 foi definida como a regido compreendida em dois retangulos, cada um com
348um por 262um, cujos lados maiores acompanhavam o longo eixo do implante. Tais
retdngulos encontravam-se situados no tecido 0sseo peri-implantar do lado palatino e do lado
vestibular da loja anteriormente ocupada pelo implante, respectivamente, sendo posicionados
no centro do processo alveolar, tendo a crista 6ssea alveolar como limite coronario.

A Al-4 foi definida como a regido compreendida em dois retdngulos, cada um com

348um por 262um, cujos lados maiores acompanhavam o longo eixo do implante. Tais
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retdngulos encontravam-se situados na regido de mucosa peri-implantar do lado palatino e do
lado vestibular da loja anteriormente ocupada pelo implante, respectivamente, tendo em seu
centro o tecido conjuntivo peri-implantar supra-alveolar.

As diferentes Al foram estabelecidas segundo o tipo de analise microscopica a ser
realizada, a fim de se obter resultados representativos e mais fidedignos da real condi¢do
celular e tecidual da regido peri-implantar (SOUZA, 2022).

FIGURA 7 - Posicionamento relativo e orientagdo do complexo implante-cicatrizador na maxila dos animais e
representacdo das reas de interesse para as analises microscopicas.

O a1 [JA2 [JA-3 [J A4

AbreviacOes: Al-1, &rea de interesse 1; Al-2, &rea de interesse 2; Al-3, &rea de interesse 3; Al-4, area de interesse
4. FONTE: O Autor (2023).

3.4.2.2 Analise histopatolégica

A andlise histopatologica foi efetuada na Al-1 anteriormente descrita. Nesta regido
foram avaliados os seguintes parametros: a. padrdo de celularidade e estruturacéo dos tecidos
moles peri-implantares, com especial atencdo ao tecido conjuntivo peri-implantar; b. padrao
de celularidade e estruturacdo do tecido dsseo peri-implantar; c. presenca, natureza e
intensidade da resposta inflamatoria local e; d. extensdo do processo inflamatdrio, quando
existente. Os parametros histopatolégicos avaliados foram baseados naqueles utilizados por
Matheus et al. (2018) e Toro (2019).
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3.4.2.3 Anédlises histométricas

As analises histométricas foram direcionadas a quantificacdo da porcentagem de
tecido dsseo total (PTO-T) e da porcentagem de tecido 0sseo nao vital (PTO-NV) na regido
peri-implantar. Para isso, as fotomicrografias previamente adquiridas da Al-1 e Al-2 foram
analisadas por meio do software Image)® (versdo 1.5i; National Institute of Health,
Bethesda/MD, EUA) e as respectivas mensuracGes foram realizadas com o auxilio da
ferramenta Polygon Selections.

Para a andlise histométrica da PTO-T, inicialmente foi mensurada a &rea total da Al-1
e desta foi subtraida a area referente ao espago ocupado pelo implante, sendo o resultado
definido como 100%. Na sequéncia, foi mensurada apenas a area ocupada pelo tecido ésseo
compreendido dentro da Al-1, a qual foi atribuida a taxa percentual correspondente.

Para a anélise histométrica da PTO-NV, inicialmente foi mensurada a area total de
tecido 6sseo compreendida dentro da Al-2, a qual foi definida como 100%. Na sequéncia, foi
mensurada apenas a area correspondente ao tecido 6sseo ndo vital existente nesta regido, ou
seja, aquela caracterizada pela presenca de lacunas contiguas sem a presenca de ostedcitos
e/ou contendo apenas remanescentes de tais células, a qual foi atribuida a taxa percentual
correspondente.

Os resultados de ambas as analises histométricas foram expressos em porcentagem

(%), sob a forma de média £ desvio padrdo em cada grupo experimental (TORO, 2019).

3.4.2.4 Anélises imunoistoquimicas

Para a andlise da imunomarcacdo para TNFa, IL-1p ¢ VEGF foram utilizadas as
respectivas fotomicrografias previamente adquiridas da Al-4. Para a andlise da
imunomarcacdo para OCN, por sua vez, foram utilizadas as respectivas fotomicrografias
previamente adquiridas da Al-3. Por meio do software ImageJ® (versdo 1.5i; National
Institute of Health) foi realizada a demarcacdo da imunomarcacdo com o auxilio da
ferramenta Color Threshold, para obtencdo da densidade de imunomarcacdo nas &reas de
interesse. Os resultados destas analises imunoistoquimicas foram expressos em porcentagem
(%), sob a forma de média + desvio padrdo em cada grupo experimental (ERVOLINO et al.,
2019; SOUZA, 2022).

Para a andlise da imunomarcacdo para TRAP foram utilizadas as respectivas

fotomicrografias previamente adquiridas da Al-3. Por meio do software ImageJ® (versio 1.5i;
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National Institute of Health) foram quantificadas as células imunorreativas para TRAP na area
de interesse. O resultado desta andlise imunoistoquimica foi expresso em quantidade de
células por mm?, sob a forma de média + desvio padrdo em cada grupo experimental
(ERVOLINO et al., 2019; TORO, 2019).

3.4.3 Anélise estatistica dos dados

A analise estatistica dos dados foi realizada com o auxilio do software BioEstat 5.3%
(Instituto de Desenvolvimento Sustentavel de Mamirua, Tefé/AM, BRA). Para a verificacdo
da normalidade de distribuicdo das amostras, os dados foram submetidos ao teste estatistico
de Shapiro-Wilk. Posteriormente, foi aplicado o teste estatistico de Andlise de Variancia
(ANOVA), seguido pelo pés-teste de Tukey. O nivel de significancia adotado foi de 5%
(p<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 CONDICAO GERAL DE SAUDE DOS ANIMAIS E EXAME CLINICO INTRAORAL

Os animais incluidos no presente estudo apresentaram boas condi¢fes gerais de salde,
as quais se mantiveram estaveis durante todo o periodo experimental. Tais animais toleraram
muito bem o protocolo medicamentoso empregado, bem como os procedimentos cirurgicos,
clinicos e de anestesia geral executados.

Ao exame clinico intraoral pré-operatério ndo foram constatadas alteracdes dentérias
no incisivo superior direito a ser extraido ou lesdes pré-existentes na cavidade bucal, em
especial nas adjacéncias ao local de instalacdo do implante de titdnio nas maxilas. No
momento de reabertura e exposicao da plataforma do implante de titanio, os animais incluidos
neste estudo apresentavam o implante ja& osseointegrado, com adequada estabilidade
secundaria e resisténcia tanto a pressdo digital de desrosqueamento quanto a instalacdo do
cicatrizador sobre ele acoplado. Neste momento, também ndo foram constatadas lesdes na
cavidade bucal dos animais e os tecidos moles peri-implantares se mostravam completamente
reparados e com aspecto de normalidade.

Ao exame clinico intraoral realizado previamente a eutanasia e coleta das amostras, ou
seja, imediatamente ap6s o término do protocolo medicamentoso, todos os implantes
mostravam-se ainda clinicamente estaveis. No entanto, os animais pertencentes aos grupos
tratados com zoledronato (ZOL, ZOL-PiE e ZOL-PiE-DM) apresentavam vermelhiddo
acentuada nos tecidos moles peri-implantares quando comparados aos animais do grupo C.
ZOL-PiE apresentava um grande acumulo de biofilme associado a ligadura de algodéo, sendo
possivel constatar edema e eritema ainda mais exacerbados ao redor dos implantes. Os
animais do grupo ZOL-PiE-DM apresentavam o quadro clinico de eritema peri-implantar
semelhante ao apresentado pelos animais do grupo ZOL, no entanto, sem a presenca de
biofilme e do consideravel edema observados em ZOL-PiE. Convém destacar que a inducéo
da PIE pela ligadura de algoddo nos grupos ZOL-PiE e ZOL-PiE-DM ndo ocasionou a perda
da estabilidade do implante em nenhum dos espécimes. Ao exame clinico também nao foram
observadas lesdes semelhantes a ONMM estabelecidas em nenhum dos animais pertencentes

aos grupos tratados com dosagem oncologica de zoledronato.
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4.1.1 Peso corporal dos animais

Em uma analise individual e com base no peso corporal absoluto dos animais, todos
apresentaram maior peso corporal no inicio do experimento, previamente a exodontia do
incisivo superior e instalacdo do implante de titanio, quando comparado ao dia da reabertura e
exposicdo da plataforma do implante de titdnio, momento em foi realizada a aferigéo seguinte.
Contudo, foi verificada uma boa adaptacdo aos procedimentos cirdrgicos e a dieta introduzida
com racdo industrializada triturada, com o posterior ganho de peso ao longo do periodo
experimental.

Em uma anélise estatistica intragrupo, ndo houve diferenca no peso corporal médio
dos animais de um mesmo grupo experimental nos trés momentos de afericdo ao longo do
experimento. Do mesmo modo, em uma andlise intergrupos, ndo houve diferenca no peso
corporal médio dos animais de diferentes grupos experimentais nos trés momentos de afericdo
(TABELA 1).

TABELA 1 - Peso corporal médio dos animais de cada grupo experimental durante os diferentes momentos de
aferic@o ao longo do experimento.

Grupos experimentais

12 afericéo

22 afericao

32 afericao

C

3819 (* 36Q)

3489 (z 379)

3819 (£ 309)

Z0L

413g (* 269)

3819 (£ 309)

403g (z 189)

ZOL-PiE

389¢ (* 289)

3819 (£ 289)

4129 (x 249)

ZOL-PiE-DM

321g (+ 349)

2969 (+ 119)

3269 (£ 309)

Tabela apresentando o peso corporal médio dos animais dos grupos C, ZOL, ZOL-PiE e ZOL-PiE-DM, durante
os trés momentos de aferi¢do (pesagem) ao longo do experimento, sendo eles: 12 afericdo - previamente a
exodontia do incisivo superior e instalagdo do implante de titanio; 22 afericdo - previamente a reabertura e
exposi¢do da plataforma do implante de titanio e; 3% afericao - previamente a eutanasia. Abreviagdes e simbolos:
*, mais ou menos; g, gramas. FONTE: O Autor (2023).

4.2 ASPECTO HISTOPATOLOGICO DOS TECIDOS PERI-IMPLANTARES

No grupo C observou-se um tecido conjuntivo denso ndo-modelado ao redor da regido
cervical dos implantes, o qual se apresentou com grande quantidade de fibroblastos, raras
células inflamatdrias e muito vascularizado (FIGURA 8a). O tecido 6sseo situado ao redor
dos implantes se mostrou com um padréo de celularidade e de estruturacdo de sua matriz
0ssea condizentes com um aspecto de normalidade (FIGURA 9b, FIGURA 10b). Neste grupo

ndo se constatou perda Ossea peri-implantar e nem reabsorcéo 0ssea ativa nas adjacéncias da
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crista Ossea alveolar. Os osteoclastos presentes se mostravam com caracteristicas
morfoldgicas tipicas e difusamente distribuidos pelo tecido 6sseo peri-implantar (FIGURA
8e).

No grupo ZOL observou-se uma concentracdo de células inflamatdrias confinadas ao
tecido conjuntivo peri-implantar, principalmente constituida por células mononucleadas. Este
tecido conjuntivo se apresentou pouco fibroso e pouco vascularizado em relagcdo as
caracteristicas comuns de um tecido conjuntivo inflamado (FIGURA 8b). A quantidade de
tecido 0sseo situado ao redor dos implantes se mostrou similar ao grupo C, no entanto, a
quantidade de tecido 6sseo ndo vital nesta regido se apresentou nitidamente maior, ou seja, 0
padrdo de celularidade do tecido 6sseo se mostrou alterado (FIGURA 9c, FIGURA 10c).
Neste grupo também néo foi constatada perda 6ssea peri-implantar.

No grupo ZOL-PIiE observou-se a presenca de biofilme bacteriano na superficie dos
tecidos moles situados ao redor do implante e um intenso infiltrado inflamatério no tecido
conjuntivo peri-implantar, com predominio de células mononucleadas apoiadas em uma
matriz extracelular com grande comprometimento de sua parte fibrosa. Poucos vasos
sanguineos estavam presentes nesta regido e o infiltrado inflamatorio observado se estendia
até as proximidades do tecido ésseo. A inflamacdo peri-implantar se mostrou muito mais
exacerbada em ZOL-PiE quando comparada aos demais grupos (FIGURA 8c). Foi observada
uma discreta perda 6ssea alveolar peri-implantar, a qual ficou restrita ao terco cervical dos
implantes. A quantidade de tecido 6sseo ndo vital na regido peri-implantar se mostrou
nitidamente maior do que nos grupos C e ZOL, sendo que tais areas de tecido 6sseo ndo vital
exibiam grandes dimensdes neste grupo (FIGURA 9d, FIGURA 10d).

No grupo ZOL-PiE-DM constatou-se um moderado infiltrado inflamatorio no tecido
conjuntivo situado ao redor dos implantes, predominantemente constituido por células
mononucleadas. Neste grupo, observou-se uma moderada quantidade de delicadas fibras
colagenas na matriz extracelular do tecido conjuntivo, além de poucos vasos sanguineos nesta
regido (FIGURA 8d). Uma discreta perda 0ssea alveolar estava presente, porem, restrita a
regido cervical dos implantes. Neste grupo constatou-se um severo comprometimento do
padrdo de celularidade da matriz 6ssea, com presenca de inUmeras areas de tecido 6sseo ndo
vital, sendo estas muito mais extensas do que as observadas nos demais grupos (FIGURA 9e,
FIGURA 10e).

Por fim, nos grupos ZOL, ZOL-PiE e ZOL-PiE-DM, observou-se uma quantidade
nitidamente menor de osteoclastos quando comparada ao grupo C. Os raros osteoclastos

presentes nos grupos tratados com zoledronato se mostravam com morfologia atipica, isto €,
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arredondados, hipernucleados, com maiores dimensdes e distantes da matriz 6ssea, sendo
estas caracteristicas indicativas de inatividade em tais células (FIGURA 8f). No grupo ZOL
0s raros osteoclastos se mostravam difusamente distribuidos pelo tecido 6sseo, ao passo em
que nos grupos ZOL-PiE e ZOL-PIiE-DM, estas raras céelulas se encontravam nas adjacéncias

da crista 6ssea alveolar.

4.3 PORCENTAGEM DE TECIDO OSSEO TOTAL (PTO-T) NA REGIAO PERI-
IMPLANTAR

N&o houve diferenca na PTO-T entre os grupos C, ZOL, ZOL-PiE e ZOL-PiE-DM
(FIGURA 9a).

4.4 PORCENTAGEM DE TECIDO OSSEO NAO VITAL (PTO-NV) NA REGIAO PERI-
IMPLANTAR

Os grupos ZOL, ZOL-PiE e ZOL-PiE-DM apresentaram maior PTO-NV em relacdo
ao grupo C. O grupo ZOL-PiE apresentou maior PTO-NV em relagdo ao grupo ZOL. O grupo
ZOL-PiE-DM apresentou maior PTO-NV em relagdo aos grupos ZOL e ZOL-PiE (FIGURA
10a).
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FIGURA 8 - Aspecto histopatolégico do tecido conjuntivo peri-implantar nos diferentes grupos experimentais e
morfologia dos osteoclastos mediante os tratamentos medicamentosos.

(a-d) Fotomicrografias evidenciando o padréo de celularidade e estruturacdo do tecido conjuntivo peri-implantar
nos grupos C (a), ZOL (b), ZOL-PiE (c) e ZOL-PiE-DM (d). (e) Fotomicrografia evidenciando o aspecto
morfolégico de um osteoclasto tipico no grupo C. (f) Fotomicrografia evidenciando o aspecto morfolégico de
um osteoclasto atipico, com caracteristicas de inatividade, no grupo ZOL. AbreviacOes e simbolos: setas verdes,
osteoclastos; to, tecido dsseo. Coloracdo: HE. Aumentos originais: 400x (a-d) e 1000x (e-f). Barras de escala:
50um (a-d) e 20pum (e-f). FONTE: O Autor (2023).
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FIGURA 9 - Porcentagem de tecido 6sseo total (PTO-T) e aspecto histopatoldgico do tecido Gsseo peri-
implantar nos diferentes grupos experimentais.
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(a) Grafico apresentando a PTO-T para os grupos C, ZOL, ZOL-PiE e ZOL-PiE-DM. (b-e) Fotomicrografias
evidenciando a quantidade e o padréo de celularidade e estruturacdo do tecido dsseo situado entre as espiras do
implante nos grupos C (b), ZOL (c), ZOL-PiE (d) e ZOL-PiE-DM (e). Abreviacdes e simbolos: %, porcentagem;
*, espaco anteriormente ocupado pelas espiras do implante; PTO-T, porcentagem de tecido 0sseo total; setas
pretas, lacunas desprovidas de osteécitos. Coloragdo: HE. Aumento original: 200x. Barras de escala: 100um.
FONTE: O Autor (2023).
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FIGURA 10 - Porcentagem de tecido 6sseo ndo vital (PTO-NV) e aspecto histopatoldgico do tecido dsseo peri-
implantar nos diferentes grupos experimentais, com destaque para as areas de tecido 6sseo néo vital.
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(a) Grafico apresentando a PTO-NV para os grupos C, ZOL, ZOL-PiE e ZOL-PiE-DM. (b-e) Fotomicrografias
evidenciando o padrdo de celularidade e estruturagdo do tecido 6sseo peri-implantar nos grupos C (b), ZOL (c),
ZOL-PiE (d) e ZOL-PiE-DM (e), com destaque para as areas de tecido 6sseo ndo vital. Abreviagdes e simbolos:
%, porcentagem; T, diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo C; ¥, diferenca estatisticamente
significante em relagdo ao grupo ZOL,; |, diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo ZOL-PiE;
PTO-NV, porcentagem de tecido 0sseo ndo vital; setas pretas, lacunas desprovidas de ostedcitos; setas
vermelhas, ostedcitos. Coloragdo: HE. Aumento original: 400x. Barras de escala: 50um. FONTE: O Autor
(2023).
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4.5 PADRAO DE IMUNOMARCACAO PARA TNFa, IL-1B, VEGF, OCN E TRAP

A técnica imunoistoquimica empregada para a deteccao de TNFa, IL-1p, VEGF, OCN
e TRAP mostrou alta especificidade na identificacdo de tais proteinas, a qual foi devidamente
comprovada pela auséncia total de marcagdo no controle negativo da reacao.

A imunomarcagdo para TNFa e IL-1p estava presente, predominantemente, em células
inflamatdrias (coloracdo marrom-escura confinada ao citoplasma) e, em menor intensidade,
na matriz extracelular do tecido conjuntivo peri-implantar (FIGURA 11b, FIGURA 1lc,
FIGURA 11d, FIGURA 11e, FIGURA 12b, FIGURA 12c, FIGURA 12d, FIGURA 12e). A
imunomarcacao para VEGF estava presente, predominantemente, em fibroblastos (coloragéo
marrom-escura confinada ao citoplasma) e, em menor intensidade, na matriz extracelular do
tecido conjuntivo peri-implantar (FIGURA 13b, FIGURA 13c, FIGURA 13d, FIGURA 13e).
No tecido 0Osseo peri-implantar, a imunomarcacdo para OCN estava presente,
predominantemente, em osteoblastos (coloracdo marrom-escura confinada ao citoplasma) e,
em menor intensidade, na matriz éssea (FIGURA 14b, FIGURA 14c, FIGURA 14d, FIGURA
14e). A imunomarcacdo para TRAP estava presente em osteoclastos (coloragdo marrom-
escura confinada ao citoplasma) (FIGURA 15b, FIGURA 15c¢, FIGURA 15d, FIGURA 15e).
Embora algumas células mononucleadas tenham sido imunomarcadas, foram consideradas na
presente analise apenas as células multinucleadas TRAP-positivas, devido a maior efetividade

reabsortiva destas ultimas.

4.6 TNFa, IL-1B, VEGF E OCN NOS TECIDOS PERI-IMPLANTARES

Os grupos ZOL, ZOL-PiIE e ZOL-PiE-DM apresentaram maior densidade de
imunomarcagao para TNFa e IL-1$ em relagdo ao grupo C. Os grupos ZOL-PiE e ZOL-PiE-
DM apresentaram maior densidade de imunomarcacdo para TNFa e IL-1B em relagdao ao
grupo ZOL. O grupo ZOL-PiE-DM apresentou menor densidade de imunomarcagdo para
TNFa e IL-1B em relagdo ao grupo ZOL-PiE (FIGURA 11a, FIGURA 12a).

Os grupos ZOL e ZOL-PiE-DM apresentaram menor densidade de imunomarcagao
para VEGF em relacdo ao grupo C. O grupo ZOL-PiE apresentou maior densidade de
imunomarcacao para VEGF em relacéo ao grupo ZOL (FIGURA 13a).

Os grupos ZOL, ZOL-PiIE e ZOL-PIiE-DM apresentaram menor densidade de
imunomarcacao para OCN em relagéo ao grupo C. O grupo ZOL-PiE-DM apresentou menor

densidade de imunomarcacao para OCN em relagdo ao grupo ZOL (FIGURA 14a).
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4.7 TRAP NO TECIDO OSSEO PERI-IMPLANTAR

Os grupos ZOL, ZOL-PiE e ZOL-PiE-DM apresentaram menor quantidade de células
TRAP-positivas em relacdo ao grupo C (FIGURA 15a).
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FIGURA 11 - Imunomarcagdo para TNFa no tecido conjuntivo peri-implantar dos diferentes grupos
experimentais.
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(a) Gréfico apresentando a densidade de imunomarcagdo para TNFa no tecido conjuntivo peri-implantar dos
grupos C, ZOL, ZOL-PiE e ZOL-PiE-DM. (b-e) Fotomicrografias evidenciando o padrdo de imunomarcagéo
para TNFa no tecido conjuntivo peri-implantar dos grupos C (b), ZOL (c), ZOL-PiE (d) e ZOL-PiE-DM (e).
Abreviacdes e simbolos: %, porcentagem; 1, diferenca estatisticamente significante em relagdo ao grupo C; %,
diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo ZOL; |, diferenca estatisticamente significante em
relacdo ao grupo ZOL-PiE; TNFa, fator de necrose tumoral alfa. Aumento original: 1000x. Barras de escala:
30um. FONTE: O Autor (2023).
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FIGURA 12 - Imunomarcagdo para IL-1B no tecido conjuntivo peri-implantar dos diferentes grupos
experimentais.
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(a) Grafico apresentando a densidade de imunomarcagdo para IL-1B no tecido conjuntivo peri-implantar dos
grupos C, ZOL, ZOL-PiE e ZOL-PiE-DM. (b-e) Fotomicrografias evidenciando o padrdo de imunomarcacéao
para IL-1B no tecido conjuntivo peri-implantar dos grupos C (b), ZOL (c), ZOL-PiE (d) e ZOL-PiE-DM (e).
AbreviacGes e simbolos: %, porcentagem; t, diferenca estatisticamente significante em relagéo ao grupo C; %,
diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo ZOL; |, diferenca estatisticamente significante em

relacdo ao grupo ZOL-PiE; IL-1p, interleucina 1 beta. Aumento original: 1000x. Barras de escala: 30um.
FONTE: O Autor (2023).

LUAN FELIPE TORO



RESULTADOS

76

FIGURA 13 - Imunomarcacdo para VEGF no tecido conjuntivo peri-implantar dos diferentes grupos

experimentais.
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(a) Grafico apresentando a densidade de imunomarcagdo para VEGF no tecido conjuntivo peri-implantar dos
grupos C, ZOL, ZOL-PiE e ZOL-PiE-DM. (b-e) Fotomicrografias evidenciando o padrdo de imunomarcacéo
para VEGF no tecido conjuntivo peri-implantar dos grupos C (b), ZOL (c), ZOL-PiE (d) e ZOL-PiE-DM (e).
AbreviacGes e simbolos: %, porcentagem; t, diferenca estatisticamente significante em relagéo ao grupo C; %,
diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo ZOL; VEGF, fator de crescimento do endotélio
vascular. Aumento original: 1000x. Barras de escala: 30um. FONTE: O Autor (2023).
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FIGURA 14 - Imunomarcacdo para OCN no tecido 6sseo peri-implantar dos diferentes grupos experimentais.
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(a) Gréfico apresentando a densidade de imunomarcacdo para OCN no tecido dsseo peri-implantar dos grupos C,
ZOL, ZOL-PiE e ZOL-PiE-DM. (b-e) Fotomicrografias evidenciando o padrdo de imunomarcacdo para OCN no
tecido 0Osseo peri-implantar dos grupos C (b), ZOL (c), ZOL-PiE (d) e ZOL-PiE-DM (e). Abreviagoes e
simbolos: %, porcentagem; 1, diferenca estatisticamente significante em relagdo ao grupo C; %, diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao grupo ZOL; OCN, osteocalcina. Aumento original: 1000x. Barras de
escala: 30pm. FONTE: O Autor (2023).
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FIGURA 15 - Imunomarcacao para TRAP no tecido 6sseo peri-implantar dos diferentes grupos experimentais.
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(a) Gréfico apresentando a quantidade de células multinucleadas TRAP-positivas por mm? no tecido 6sseo peri-
implantar dos grupos C, ZOL, ZOL-PiE e ZOL-PiE-DM. (b-e) Fotomicrografias evidenciando o padrdo de
imunomarcacédo para TRAP no tecido dsseo peri-implantar dos grupos C (b), ZOL (c), ZOL-PiE (d) e ZOL-PiE-
DM (e). Abreviagdes e simbolos: /mm?, por milimetro quadrado; t, diferenca estatisticamente significante em
relacdo ao grupo C; setas pretas, células multinucleadas TRAP-positivas imunomarcadas; to, tecido 6sseo;
TRAP, fosfatase acida resistente ao tartarato. Contra-coloracdo: hematoxilina de Harris. Aumento original:
1000x. Barras de escala: 15um. FONTE: O Autor (2023).
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5 DISCUSSAO

5.1 PROBLEMATIZACAO E CONSIDERACOES INICIAIS

Os excelentes resultados estéticos e funcionais alcangados nas ultimas décadas fizeram
dos 10 e das préteses implanto-suportadas uma das melhores estratégias para a reabilitacdo
oral, seja para a reposi¢do unitaria ou para a substituicdo de mdaltiplos dentes perdidos
(BLOCK, 2018). Ao passo em que as técnicas operatorias e os biomateriais utilizados na
odontologia tém constantemente evoluido para atender as mais diferentes necessidades dos
pacientes, a ampla divulgacdo das vantagens e a popularizacéo dos tratamentos reabilitadores
tém tornado o emprego dos 1O e das proteses por eles suportadas cada vez mais acessivel.
Sendo assim, inumeros pacientes portadores de 10 osseointegrados na cavidade bucal
envelheceram ou envelhecerdo ao longo dos proximos anos e, muitos destes, em fungédo do
aumento substancial na expectativa de vida, serdo acometidos por doencas comuns da
senescéncia, dentre as quais destacam-se as osteopatias que desencadeiam osteopenia,
osteoporose ou lesBes dsseas liticas (SCHIMEL et al., 2018).

Tais doencas sdo tratadas, predominantemente, com drogas antirreabsortivas, como
por exemplo os BFs, os quais se mostram extremamente efetivos para estas finalidades, no
entanto, estes referidos farmacos exercem acGes ainda pouco conhecidas sobre 0s tecidos peri-
implantares. Nos ultimos anos, supostamente pelo exposto anteriormente, tém sido
continuamente reportados casos de ONMM-10, porém, poucos sdo os estudos que exploram a
fisiopatologia desta condicdo. Estudos clinicos recentes evidenciaram uma forte correlagdo
entre as drogas antirreabsortivas, a Pl e a ONMM-10 (KWON et al., 2014; PICHARDO et
al., 2020; SEKI et al., 2021; TEMPESTA et al., 2022; TROELTZSCH et al., 2016). Todavia,
o efeito predisponente que a Pl exerce sobre 0s 0ssos da regido maxilo-mandibular a ponto de
desencadear a ONMM-IO ao longo de um tratamento com estas drogas ainda ndo foi
investigado. O tratamento da PI constitui-se em um desafio para a odontologia mesmo em
condicBes de normalidade sistémica e, deste modo, em uma situagdo na qual o paciente esta
sob terapia com drogas antirreabsortivas, o desafio se torna ainda maior.

O DM ¢ o tratamento padréo e a primeira op¢édo de escolha para a maioria dos casos
de PI, pois visa eliminar os seus principais agentes etiologicos, por meio da remoc¢do dos
depdsitos bacterianos e dos fatores retentivos de placa na regido peri-implantar (FIGUERO et
al., 2014; KWON et al., 2014). Contudo, apesar de suas vantagens e eficacia ja atestadas
(RENVERT; POLYZOIS, 2018; WAGNER et al., 2021), tal manobra terapéutica parece ndo
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responder adequadamente em pacientes tratados com drogas antirreabsortivas, segundo
relatos clinicos (SEKI et al., 2021; TEMPESTA et al., 2022; YUAN et al., 2012). Além
disso, 0 DM pode acarretar certo trauma mecanico aos tecidos peri-implantares, agravando o
quadro inflamatério em um primeiro momento, o que pode torna-lo um fator de risco
adicional e ponto de gatilho para o desencadeamento da ONMM-IO, a semelhanca do que
ocorre com a RAR durante o tratamento da periodontite (ARAUJO, 2017; BRAUN;
IACONO, 2006; DINIZ-FREITAS et al.,, 2018). A escassez de estudos clinicos e
experimentais adequados também é um fator que limita o estabelecimento da seguranca e da
eficacia de tal proposta terapéutica nestas condi¢fes em especial. Diante disso, 0 presente
estudo prop0s avaliar a efetividade e a seguranca do emprego do DM no tratamento da PiE
em implantes ja osseointegrados na maxila de ratas posteriormente submetidas a terapia com
dosagem oncoldgica de zoledronato, principalmente no que diz respeito a sua capacidade de
evitar ou desencadear a ONMM-IO, quando comparado a progressao da PiE na auséncia de
qualquer tratamento local. Ademais, buscou-se verificar o0s efeitos desta terapia
medicamentosa sobre os tecidos situados ao redor dos implantes na presenca e na auséncia da
PiE, com o intuito de caracterizar o potencial risco da presenca do implante e/ou da peri-
implantite no desencadeamento da ONMM.

Em sintese, foi possivel observar que o tratamento medicamentoso com dosagem
oncolégica de zoledronato na presenca do implante osseointegrado ja se mostrou capaz de
provocar uma resposta inflamatoria leve nos tecidos moles peri-implantares e levou a
ocorréncia de uma quantidade consideravel de tecido 6sseo ndo vital e de alteracdes ao nivel
celular na regido de interesse. Tais caracteristicas mostraram-se ainda mais exacerbadas
durante o tratamento medicamentoso com zoledronato na presenca da PiE, o que permite
categorizar ambas as situagcfes como potenciais fatores de risco locais para o0
desencadeamento da ONMM. O tratamento da PiE por meio do DM, apesar de ter sido capaz
de reduzir o processo inflamatério nos tecidos moles peri-implantares para um grau
moderado, aumentou significativamente a quantidade de tecido 6sseo nédo vital nesta area,
ampliando ainda mais a regido condizente com o estagio 0 da ONMM, segundo o
estadiamento proposto por Ruggiero et al. (2022). Sendo assim, nossos achados sugerem que
0 DM né&o se mostrou efetivo e, tampouco, seguro no tratamento da PiE em ratas submetidas a
terapia com dosagem oncologica de BFs, podendo se constituir em um importante fator de

risco agravante e/ou desencadeador da ONMM-IO.
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5.2 PROPOSICAO DO MODELO EXPERIMENTAL

Os estudos sobre a ONMM em humanos apresentam certa limitacdo quando o objetivo
é investigar os fatores etioldgicos e a sua patogenia, os efeitos das drogas antirreabsortivas
sobre determinados tecidos e até mesmo a acdo de novas propostas terapéuticas, sejam elas de
natureza curativa ou preventiva. Neste contexto, estudos experimentais em modelos animais
tém sido de grande importancia, pois auxiliam sobremaneira na elucidagédo destas pertinentes
questdes e, com isso, direcionam o0s estudos clinicos, ganhando o cunho de pesquisa
translacional (AGUIRRE; CASTILLO; KIMMEL, 2021b; BARBA-RECREO et al., 2014,
ERVOLINO et al., 2019; JANG; KIM; CHA, 2015; KIM et al., 2016; KOLPAKOVA et al.,
2017; MERGONI et al., 2016; SILVA et al., 2015; STATKIEVICZ et al., 2018; TORO et al.,
2019).

Ao longo dos anos, as pesquisas epidemioldgicas relacionadas com a ONMM
ganharam consisténcia e, assim, os fatores de risco foram se tornando evidentes (KHAN et
al., 2017; KUROSHIMA; SASAKI; SAWASE, 2019; MCGOWAN; MCGOWAN;
IVANOVSKI, 2018). Contudo, ainda sdo raros os estudos que buscam realmente incorporar
tais fatores durante o delineamento de seus modelos experimentais. Em contrapartida, esta
tem sido uma constante proposta idealizada por nosso grupo de pesquisas, objetivando sempre
aproximar ainda mais os modelos em animais das reais condi¢cdes e/ou situacdes clinicas
observadas na populacdo. Sabe-se que dentre os fatores de risco relacionados ao paciente
estdo o sexo feminino, a idade avancada e a utilizacdo de potentes drogas com atividade
antirreabsortiva, administradas de forma parenteral, pela via IV (KHAN et al., 2017;
MCGOWAN; MCGOWAN; IVANOVSKI, 2018; OTTO et al., 2011; RUGGIERO et al.,
2022). Buscando analogia com tais caracteristicas, o modelo experimental proposto e
empregado no presente estudo utilizou fémeas senescentes com, aproximadamente, 20 meses
de idade ao término do experimento, e que foram submetidas ao tratamento com zoledronato,
0 mais potente dos BFs, administrado pela via IP. A dose de zoledronato e o plano de
tratamento utilizados consistiram em uma adaptacdo para o rato do atual protocolo
preconizado para a complementacdo da terapia oncolégica em humanos, segundo estudos
experimentais prévios (ERVOLINO et al., 2019; SILVA et al., 2015; STATKIEVICZ et al.,
2018; TORO et al., 2019), e tendo-se em vista que tal dosagem € a mais frequentemente
associada com a ocorréncia da ONMM (RUGGIERO et al., 2022).

No que diz respeito as pesquisas experimentais em animais envolvendo os 10, a

instalacdo de implantes de titanio em tibias tem sido o modelo classico e o mais utilizado para
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a avaliagdo do processo de reparo peri-implantar, especificamente da osseointegragéo
(CLOKIE; WARSHAWSKY, 1995; MARTINS et al.,, 2018; MATHEUS et al., 2018;
TALEBIAN et al., 2021; YAGIHARA et al., 2016), em virtude das facilidades operatorias,
da previsibilidade do curso de reparacdo tecidual e da similaridade estrutural que o tecido
0sseo desta regido apresenta com o tecido ésseo alveolar (GLOSSEL et al., 2010). Contudo,
neste modelo experimental, alguns fatores inerentes a cavidade bucal e que podem estar
diretamente relacionados com as taxas de sucesso e sobrevida dos 10 e, principalmente, com
0 desenvolvimento da ONMM-IO, ndo sdo levados em consideragdo, tais como a presenca da
microbiota local, a oclusdo dentéria e carga funcional da mastigacdo a qual os 1O estdo
constantemente submetidos, além da prépria diferenca na origem embrionéria do tecido 6sseo
da regido bucomaxilofacial e do esqueleto apendicular (GLOSSEL et al., 2010). Diante disso,
na tentativa de contornar os vieses supracitados e, a0 mesmo tempo, mimetizar de forma mais
fidedigna as condic¢bes de desenvolvimento da ONMM-IO, neste estudo foi proposta a
instalacdo do implante de titdnio na cavidade bucal dos animais, o que representou um grande
desafio metodoldgico a ser superado.

Poucos sdo os modelos experimentais, principalmente em ratos, que instalam 10 na
cavidade bucal de tais animais. Ademais, quando existentes, ocorrem predominantemente na
maxila e, na maioria das vezes, no sitio de extracdo do primeiro molar superior (HE et al.,
2022; KOUTOUZIS et al., 2017; TAKAMORI et al., 2017) ou na regido do diastema natural
situado anteriormente aos molares superiores destes roedores (SUN et al., 2020; YUE et al.,
2020), o que implica na utilizacdo de implantes mais curtos, para que ndo haja envolvimento
do seio maxilar. A utilizacdo dos implantes de comprimento reduzido, como o empregado na
maioria dos casos, dificultaria a colocacdo de uma ligadura de algodao para inducgéo da PiE e,
além disso, esta condicdo patologica instalada poderia acarretar um nivel de perda dssea capaz
de provocar a explantagdo da estrutura em um curto espaco de tempo. A reducdo no periodo
de progresséo da PiE visando a manutencdo da sobrevida do implante na cavidade bucal, por
sua vez, poderia ainda dificultar as analises e a compreensao das respostas adaptativas dos
tecidos peri-implantares aos niveis celular e tecidual. Com base nestas consideracGes, foi
utilizado um implante de titnio especialmente projetado para esta finalidade, apresentando
2,5mm de didametro por 5,7mm de comprimento, ou seja, um implante relativamente longo
qguando comparado aos empregados em outros estudos, alguns destes com implantes de até
2,0mm de comprimento (HE et al., 2022; KOUTOUZIS et al., 2017). A instalagcéo foi
realizada de forma imediata e subsequente a exodontia do incisivo superior, com referéncia a

técnica de instalacdo de 10 imediatos, a qual vem sendo utilizada com alto indice de sucesso
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pelos clinicos na atualidade, e evitando, assim, a necessidade de um tempo cirargico adicional
(AMID; KADKHODAZADEH; MOSCOWCHI, 2021).

Como uma gama de estudos clinicos tem apontado a forte correlacdo entre a
ocorréncia da ONMM-IO e a presenca da Pl em pacientes que fizeram ou faziam uso de
drogas antirreabsortivas (KWON et al., 2014; PICHARDO et al., 2020; SEKI et al., 2021,
TEMPESTA et al.,, 2022; TROELTZSCH et al.,, 2016), a inducdo da PiE no modelo
experimental proposto, especialmente ap6s a conclusdo do processo de osseointegracdo e
durante o protocolo medicamento com zoledronato, objetivou elucidar se a presenca desta
condicgéo poderia se constituir em um fator de risco precipitante para a ocorréncia ONMM-IO,
além de possibilitar a avaliacdo do seu tratamento por meio do DM. Varios modelos
experimentais destinados ao estudo da patogénese da Pl foram publicados ao longo dos
ultimos anos, e os mais diferentes métodos de inducdo da PiE foram sugeridos com base nos
seus fatores etioldgicos ja conhecidos e nas vantagens e desvantagens pertinentes a cada uma
das técnicas propostas.

Alguns autores tém sugerido a aplicacdo de lipopolissacarideos (LPS), um dos
principais componentes celulares das bactérias gram-negativas, na regido da mucosa ou do
sulco peri-implantar, com o intuito de estimular a resposta imunolégica do hospedeiro,
desencadeando uma potente resposta inflamatéria, a semelhanca do que ocorre na Pl (HE et
al., 2022; TAKAMORI et al., 2017). Contudo, apesar da sensibilidade e precisdo na inducéo
desta resposta, tal modelo ndo se assemelha a Pl humana devido a auséncia da colonizagédo
bacteriana (SUN et al., 2020). Outro modelo sugerido utilizou implantes com a superficie
colonizada por bactérias patogénicas previamente a sua instalacdo e osseointegracao (FREIRE
etal., 2011). Porém, esta simulacdo mostra-se ainda mais distante da realidade clinica. Alguns
estudos recentes tém utilizado a inoculagdo de bactérias relacionadas a patogénese da doenca
periodontal e da Pl na regido peri-implantar, principalmente P. gingivalis, T. denticola, T.
forsythia, A. actinomycetemcomitans e S. oralis, individualmente ou conjugadas
(KOUTOQULZIS et al., 2017; SUN et al., 2020). Entretanto, apesar dos resultados favoraveis a
sua validacdo, este modelo exige grandes cuidados técnicos prévios e durante sua execugéo,
0s quais variam desde o isolamento, cultura em anaerobiose e quantificacdo bacterioldgica,
até a preparacao das solucdes e suas efetivas aplicacdes locais (KOUTOUZIS et al., 2017).

No presente estudo, a PiE foi induzida por meio da instalagdo de uma ligadura de
algoddo ao redor da porcdo cervical do cicatrizador acoplado ao implante de titanio,
especificamente, na regido do sulco peri-implantar. O principal propdsito desta técnica é

possibilitar que o fio alocado na regido atue como um fator retentivo de placa, levando ao
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acumulo de biofilme bacteriano e, consequentemente, ao desencadeamento da PiE
(REINEDAHL et al., 2018; VO et al., 2017). Estudos tém sugerido que a presenga da
ligadura pode também ser capaz de induzir, por si s6, uma resposta imunoldgica do tipo corpo
estranho no hospedeiro, exacerbando o quadro inflamatério (REINEDAHL et al., 2018). As
ligaduras foram inicialmente utilizadas e ainda perfazem um modelo bastante difundido para a
indugéo da periodontite experimental em animais (ARAUJO, 2017; ERVOLINO et al., 2019;
LIN et al., 2021; SEGUNDO et al., 2010; STATKIEVICZ et al., 2018; TORO et al., 2019;
YU et al., 2018), porém, com o advento dos 1O e os crescentes relatos de Pl, a analogia entre
estas duas condicdes patoldgicas fez com que a instalacdo de ligaduras fosse adaptada e
adotada também para a inducdo da PiE (HORI et al., 2021; PIRIH et al., 2015; WONG et al.,
2017; YU et al., 2018; YUE et al., 2020). Esta € a técnica mais utilizada na atualidade e, além
de se mostrar eficiente e plenamente aceitdvel como modelo experimental (DE MOLON et
al., 2018), ainda conta com um baixo custo e relativa facilidade de execucdo quando
comparada as demais. No entanto, assim como as outras, a proposta apresenta certas
limitacBes. Segundo Sun et al. (2020), a lesdo traumatica provocada pela ligadura esta
estritamente qualificada ao estudo dos mecanismos patoldgicos da Pl humana.

No presente estudo, o acimulo de biofilme bacteriano associado a ligadura de algodao,
a notavel presenca de eritema e edema peri-implantares ao exame clinico e a significativa
exacerbagdo do processo inflamatério nos animais do grupo ZOL-PiE revelaram a eficacia da
técnica para o objetivo proposto. A perda 6ssea, parametro classico para a caracterizacdo da
Pl e da PiIE em modelos animais, no entanto, dificilmente pode ser levada em consideracdo
quando se faz presente o tratamento sistémico com BFs, justamente por tais farmacos
impedirem a reabsorcdo 6ssea. Contudo, outro estudo realizado por nosso grupo de pesquisas,
utilizando um modelo experimental muito préximo do empregado no presente trabalho
(SOUZA, 2022), evidenciou consideravel perda Gssea e a presenca de inimeros osteoclastos
ativos durante a evolucdo da PiE na auséncia do tratamento com zoledronato, o que assegura a
efetividade da doencga induzida.

Outro fator que merece destaque é 0 momento em que o protocolo medicamentoso foi
instituido, bem como o periodo em que a PiE foi induzida e tratada. Aproximadamente 35%
dos casos relatados de ONMM-IO ocorreram durante o periodo de reparagdo peri-implantar,
em pacientes que haviam sido tratados com drogas antirreabsortivas e que, ap0s certo tempo,
foram submetidos ao procedimento cirdrgico para instalacdo de 10. Contudo, cerca de 65%
dos casos se manifestaram em situacdo inversa, ou seja, em pacientes que ja apresentavam 0s

IO osseointegrados na cavidade bucal e que posteriormente iniciaram o tratamento
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medicamentoso antirreabsortivo (BENNARDO et al., 2020; ESCOBEDO et al., 2020;
GIOVANNACCI et al., 2016; GOSS et al., 2010; JACOBSEN et al., 2013; KWON et al.,
2014; LAZAROVICI et al., 2010; LOPEZ-CEDRUN et al., 2013; POGREL; RUGGIERO,
2018). Neste trabalho, o delineamento experimental proposto buscou mimetizar exatamente
esta segunda situacdo descrita, a qual acomete a maioria absoluta dos pacientes. Assim, apos a
devida instalacdo dos implantes de titanio, aguardou-se o periodo de oito semanas, necessario
a reparacdo peri-implantar e osseointegracédo e, somente depois deste tempo, foi instaurado o
protocolo medicamentoso com zoledronato. Como a presenca da Pl em pacientes sob
tratamento com BFs tem sido considerada um fator de risco local para o desencadeamento da
ONMM-I10, tal condi¢do foi induzida ao longo do protocolo medicamentoso, 0 que
possibilitou também a avaliacdo do seu tratamento por meio do DM durante este critico
periodo. Além disso, o tempo em que tal ligadura permaneceu em posicao para a analise da
progressdo da PIiE nos animais do grupo ZOL-PIiE foi relativamente longo, bem como os
periodos prévio e posterior ao seu tratamento mecénico no grupo ZOL-PiE-DM, os quais
permitiram evidenciar e interpretar com clareza as manifestacdes celulares e teciduais que ali
ocorreram.

Diante do exposto, consideramos ter desenvolvido um bom e consistente modelo
experimental, totalmente inédito e diferente dos demais modelos em animais até entéo
empregados, porém, metodologicamente delineado com intervengdes e procedimentos
cientificamente aceitos e/ou embasados nos mais recentes dados epidemiologicos e protocolos
clinicos disponiveis. Buscamos mimetizar e reunir em um Gnico modelo experimental as
principais situacfes clinicas nas quais a ONMM-IO se desenvolve, associando 0s seus
maiores fatores de risco em detrimento da facilidade técnica de operacionalizacdo do
experimento. O longo periodo experimental, com duracdo de 19 semanas, a individualidade
anatdmica e fisioldgica de cada animal e a sempre incessante busca pelo uso racional dos
espécimes constituiram-se em fatores desafiadores e complicadores durante o
desenvolvimento deste estudo e, por isso, talvez pequenas adaptacdes e até mesmo melhorias
possam ser realizadas durante as futuras utilizagOes deste modelo ora proposto. Contudo,
pelos resultados ja obtidos, pretendemos impulsionar novos e inovadores estudos
experimentais, em modelos cada vez mais fidedignos, e que possam direcionar com maior

segurancga os vindouros estudos clinicos.
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5.3 ASPECTOS CELULARES E TECIDUAIS DA REGIAO PERI-IMPLANTAR

Com o crescente e consideravel avanco nas pesquisas acerca dos mecanismos de acao
das drogas com atividade antirreabsortiva e dos efeitos adversos decorrentes de sua utilizagéo,
torna-se inquestionavel o fato de que tais medicamentos acarretam importantes alteracfes na
histofisiologia dos mais diversos tecidos bioldgicos, principalmente quando fatores sistémicos
e/ou locais tornam-se possiveis agravantes para estas manifestacdes, como é o caso de certos
distdrbios metabolicos, da presenca de 10 osseointegrados, da Pl e até mesmo de sua propria
abordagem terapéutica por meio do DM. Entretanto, com a iminente progressédo das alteracGes
celulares e teciduais, inicialmente observadas apenas ao nivel microscépico, as caracteristicas
macroscopicas e clinicas tornam-se entdo evidentes. No presente estudo, durante todo o
periodo experimental, as condi¢Bes gerais de salude dos animais se mantiveram estaveis e, ao
final, ndo houve diferenca no peso corporal médio das ratas pertencentes a um mesmo ou a
diferentes grupos experimentais, semelhante aos resultados observados por Souza (2022) e
por Statkievicz et al. (2018), os quais também avaliaram os referidos par@metros em animais
submetidos a terapia com dosagem oncoldgica de BFs.

A andlise clinica intraoral, por meio da inspecdo visual da regido peri-implantar nos
animais dos grupos tratados com zoledronato, entretanto, j& indicava a presenca de processo
inflamatorio local, possivelmente correlacionado ao proprio protocolo medicamentoso
administrado nos animais pertencentes a estes grupos, e condicionado a existéncia dos fatores
de risco locais, como a PiE e o DM. Tais caracteristicas clinicas foram confirmadas
posteriormente por meio das andlises histopatoldgica e imunoistoquimica dos espécimes,
conforme descrito.

A presenca de inflamacdo, principalmente quando exacerbada e/ou prolongada, tem
sido uma caracteristica frequentemente relacionada a ocorréncia da ONMM (CHANG,;
HAKAM; MCCAULEY, 2018; LESCLOUS et al., 2009; ZHANG et al., 2021). Atualmente,
0s achados relativos a patogénese da ONMM sdo ainda categorizados sob diferentes
hipoteses, dentre elas: 1) a potente desregulagdo no processo de remodelagdo Ossea, causada
pela supressdo da atividade osteoclastica; 1) a presenca de infeccbes associadas e
oportunistas; 111) o efeito citotdxico e a inibicdo da angiogénese tecidual, provocados pelas
drogas antirreabsortivas e; 1V) a presenca de inflamacéo e disfun¢des imunologicas (CHANG,;
HAKAM; MCCAULEY, 2018; KUROSHIMA; SASAKI; SAWASE, 2019; RUGGIERO et
al., 2022), sendo que esta ultima vem ganhando notoriedade e cada vez mais comprovacdes

de participacdo direta no desenvolvimento das lesdes osteonecroticas (ZHANG et al., 2021).
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Corroborando tais achados, a analise histopatoldgica deste estudo evidenciou a
presenca de importante infiltrado inflamatdrio nos tecidos situados ao redor dos implantes de
tithnio em todos os animais pertencentes aos grupos tratados com zoledronato, ou seja, em
ZOL, ZOL-PiE e ZOL-PiE-DM, 0 que ndo ocorreu nos animais do grupo C, os quais também
apresentavam implantes osseointegrados, porém, que ndo foram submetidos ao tratamento
sisttmico com zoledronato. De modo semelhante, verificou-se também uma maior densidade
de imunomarcacdo para TNFa e IL-1PB, duas importantes citocinas com atividade pro-
inflamatdria, nos grupos tratados com zoledronato em compara¢do ao grupo C. Estes
resultados reforcam as evidéncias de que a terapia medicamentosa com BFs, na presenca de
IO osseointegrados, torna tais implantes como potenciais fatores predisponentes para a
ocorréncia de uma forma especifica de osteonecrose medicamentosa, atualmente denominada
de ONMM-IO (LAZAROVICI et al, 2010; MASSAAD; MAGREMANNE, 2022;
PICHARDO et al., 2020).

Sabe-se que os BFs ndo atuam de forma exclusiva em osteoclastos, apesar destas
células serem consideradas o seu principal alvo de acdo (CREMERS et al., 2019), mas que
também apresentam efeitos secundarios e residuais sobre varias outras linhagens celulares,
incluindo as células do sistema imunoldgico, causando disfuncdes nas respostas imunoldgicas
inata e adquirida e, consequentemente, acarretando desequilibrios na expressdo de citocinas
com atividades pro e anti-inflamatorias. Neste contexto, os BFs parecem interferir diretamente
na polarizacdo e na ativacdo dos macrofagos teciduais relacionados a inflamacéo,
modificando drasticamente a razdo entre macrofagos dos tipos M1 e M2 ativados
(WEHRHAN et al., 2017; ZHANG et al., 2021). Os macrofagos do tipo M1 apresentam
atividade pro-inflamatéria, predominantemente, sendo capazes de fagocitar e digerir
diferentes patdgenos, além de atuarem como células apresentadoras de antigenos (APCs,
Antigen Presenting Cells). Estes fagocitos produzem diversas citocinas e mediadores pro-
inflamatdrios, tais como TNFa, IL-1B, IL-6, IL-12, Oxido nitrico e espécies reativas de
oxigénio (VIOLA et al., 2019). Em contrapartida, os macrofagos do tipo M2 séo considerados
anti-inflamatorios e resolutivos, estando relacionados com o0s eventos de controle da
inflamacdo, remogdo de corpos apoptoticos, condugdo do reparo e da remodelacdo tecidual,
por meio da secrecdo de TNFp, IL-10 e de fatores de crescimento (VIOLA et al., 2019).

Assim, o equilibrio nas taxas de ativacdo entre macréfagos M1 e M2, em condi¢fes de
normalidade sistémica, mantém a homeostase imunoldgica organica e direciona para a
intensificacdo ou para a resolu¢do do quadro inflamatorio. Porém, estudos sugerem que 0s

BFs podem interromper tal equilibrio, sendo capazes de estimular sobremaneira a polarizacao
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de macrdfagos do tipo M1 e, em contrapartida, inibir a polarizacdo do tipo M2, por meio de
diferentes vias intracelulares, culminando com o exponencial aumento na quantidade de
mediadores pro-inflamatdrios, 0 que atrai e ativa ainda mais macrofagos M1 e outras células
de defesa (WEHRHAN et al., 2017; ZHANG et al., 2013; ZHANG et al., 2021; ZHU et al.,
2019). Deste modo, o resultado da acdo dos BFs sobre tais células fagociticas € a exacerbacéao
e o prolongamento do estado inflamatério, favorecendo a ocorréncia de danos teciduais e
impedindo a progressédo para a fase resolutiva subsequente.

Outras células do sistema imunoldgico também parecem ser diretamente afetadas por
efeitos secundarios decorrentes do uso de drogas antirreabsortivas. Clézardin e Massaia
(2010) postularam que os BFs nitrogenados, como é o caso do zoledronato, sdo capazes de
estimular a expansdo clonal e a atividade citotoxica dos linfécitos T, podendo vir a
desempenhar, inclusive, um importante papel na imunoterapia contra o cancer. Tem sido
relatado também que os BFs exercem um importante papel pro-inflamatério por meio de sua
atuacdo sobre os neutréfilos polimorfonucleares. Um estudo experimental em ratos
evidenciou elevado aumento na quantidade de neutrofilos e de diversas citocinas pro-
inflamatdrias nos animais tratados com BFs, indicando que estas alteracdes neutrofilicas
induzidas por tais drogas poderiam exacerbar a resposta inflamatoria local (DE BARROS
SILVA et al., 2016). Por outro lado, experimentos realizados in vitro e in vivo sugeriram que
os BFs modularam negativamente a quimiotaxia e a atividade dos neutréfilos, suprimindo a
resposta imunoldgica inata do hospedeiro (KUIPER et al., 2012). A influéncia dos BFs sobre
as demais células e mecanismos envolvidos com as respostas imunoldgicas tem sido cada vez
melhor compreendida, porém, ainda ha muito para ser explorado.

Ademais, no que diz respeito a inflamacdo, de modo geral, 0 aumento na intensidade
e/ou na extensdo do processo inflamatorio, bem como a significativa exacerba¢do nos niveis
de citocinas pro-inflamatérias, sdo parametros histopatoldgicos e moleculares que estdo
fortemente correlacionados a ocorréncia de lesfes semelhantes a ONMM em diferentes
modelos experimentais atualmente propostos (ARAUJO, 2017; FUNAYAMA et al., 2019;
MORITA et al., 2017; SOMA et al., 2021; STATKIEVICZ et al., 2018). Baseados nesta
premissa, Morita et al. (2017) demonstraram que camundongos nocaute para as citocinas
TNFa, IL-10/p e IL-6 se tornaram resistentes ao desenvolvimento de lesdes osteonecroticas,
mesmo durante a administracao de altas dosagens de BFs. Medicamentos como o Etanercepte,
um agente inibidor de TNFa, assim como anticorpos neutralizantes para IL-6, tém sido
sugeridos como farmacos potencialmente capazes de prevenir a ONMM em ratos tratados

com zoledronato e submetidos a exodontia concomitante (SOMA et al., 2021), evidenciando
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ainda mais o importante papel da inflamacdo induzida pelos BFs durante a patogénese desta
condicéo.

No presente estudo, conforme j& mencionado, todos os grupos tratados com
zoledronato apresentaram nitido infiltrado inflamatorio e elevada quantidade de citocinas pro-
inflamatorias nos tecidos situados ao redor do implante, com especial destaque ao tecido
conjuntivo pertencente & mucosa peri-implantar. Contudo, convém destacar que nos grupos
ZOL-PiE e ZOL-PiE-DM este quadro se mostrou ainda mais exacerbado, possivelmente
devido aos potenciais fatores de risco locais adicionados ao modelo nestes animais. Além
disso, dentre todos os grupos, ZOL-PiE foi o que apresentou a maior intensidade e extensao
na resposta inflamatoria local, com os mais elevados niveis de TNFa e IL-1p, caracteristicas
tipicas e condizentes com a evolugdo do quadro inflamatorio-infeccioso induzido. Tais
achados sdo coerentemente explicados com base nos danos de natureza mecanica e bioldgica
provocados pela inser¢cdo e manutencdo da ligadura na regido do sulco peri-implantar.
Inicialmente, a prépria instalacdo de um fio de algoddo ao redor do cicatrizador acoplado ao
implante osseointegrado, em uma mucosa ja sensibilizada pelos efeitos deletérios e
inflamatdrios desencadeados pelo tratamento medicamentoso com zoledronato em curso, seria
capaz de provocar um trauma fisico, de ordem mecanica, interrompendo a integridade da
barreira epitelial e favorecendo, desta forma, a invasdo e a colonizagdo bacteriana no local
(ZHANG et al., 2021). O fio de algoddo também parece atuar como corpo estranho em um
primeiro momento, sendo capaz de induzir uma resposta imunoldgica no hospedeiro,
exacerbando ainda mais o processo inflamatorio (REINEDAHL et al., 2018).

Soma-se a isso o fato de que, com o grande acimulo de biofilme microbiano ao redor
da ligadura de algodao durante a progressao da doenga e a consequente disbiose na microbiota
residente, microrganismos patogénicos rapidamente se proliferam e alcangam os tecidos mais
profundamente situados (MONJE et al., 2021). A presenca de toxinas bacterianas e,
principalmente, da endotoxina LPS, oriunda de bactérias gram-negativas, gera respostas auto-
amplificadoras, pois € capaz de estimular a ativacdo de mondcitos e macrofagos do tipo M1,
induzindo a sintese de ainda mais mediadores quimicos da inflamacdo (BORMANN et al.,
2010; CAVAILLON, 2018). Além disso, LPS e outras variadas exotoxinas formadoras de
poros também sdo capazes de ativar inflamassomas, complexos multiproteicos citosolicos
expressos em células da linhagem granulocitica, resultando na liberacdo de IL-1p e IL-18.
Outras exotoxinas ainda se comportam como superantigenos e acarretam a liberacdo de
citocinas pelos linfocitos T (CAVAILLON, 2018).
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Embora ainda nédo se tenha chegado a um consenso definitivo sobre a ONMM ser um
evento desencadeado ou sustentado pelo processo infeccioso, sabe-se que a infeccéo de areas
necroticas invariavelmente ocorre, visto que bactérias em amostras de ONMM sdo achados
bastante frequentes em bidpsias (MARX et al., 2005). A presenca de infeccdo estimula a
persisténcia do quadro inflamatorio e atrasa sobremaneira o processo de reparo, reiniciando e
sustentando o ciclo. Assim, a associagéo entre a inflamacdo exacerbada e persistente, o reparo
prejudicado e a susceptibilidade a infeccdo em tecidos previamente debilitados pelos efeitos
inerentes aos BFs e submetidos a carga funcional da mastigacéo pode culminar em desfechos
tragicos, 0 que caracteriza a PiE, e por correlacdo a Pl, como um fator de risco local
precipitante para a ocorréncia da ONMM-I0.

Com a realizacdo do DM e a consequente remoc¢do dos depositos bacterianos e do
principal fator retentivo de placa, ou seja, a ligadura de algoddo, o grupo ZOL-PiE-DM
apresentou relativa redugdo na intensidade do infiltrado inflamatdrio observado no tecido
conjuntivo peri-implantar aos 21 dias pds tratamento e em seus niveis de TNFa e IL-1j,
guando comparado ao grupo gue ndo recebeu a mesma terapia mecanica local. Entretanto, as
caracteristicas da inflamacdo tecidual ainda se mostravam exacerbadas em relacdo ao grupo
ZOL e, principalmente, em relacdo ao grupo C. Ainda que o DM seja executado de forma
manual, por meio de curetas e instrumentais que possam traumatizar os tecidos marginais ao
implante, exacerbando a resposta inflamatdria em um primeiro momento e, assim, levando a
ocorréncia de potenciais consequéncias danosas no que diz respeito ao desencadeamento da
ONMM, torna-se coerente pressupor que ap6s o adequado debridamento da regido peri-
implantar, com a eliminagdo de grande parte da contaminacdo bacteriana, bem como de suas
toxinas, remanescentes teciduais e células do sistema imunoldgico, ocorreria uma
consideravel reducdo na intensidade e na extensdo do processo inflamatério, conforme fora
confirmado.

Diante desta premissa, a capacidade do debridamento ndo cirdrgico em reduzir 0s
sinais clinicos da inflamagéo relacionados a evolucdo da Pl foi demonstrado em uma série de
relatos de casos (DIACHKOVA et al., 2020), assim como o potencial desta técnica em
reduzir as caracteristicas histopatoldgicas da inflamacdo local associada & periodontite
experimental foi devidamente comprovada in vivo (GARCIA et al., 2015; ZHONG et al.,
2017). De forma contraria, porém, Araujo (2017) relatou a exacerbacdo do processo
inflamatorio local apds a realizagdo de RAR em sitios acometidos por periodontite
experimental em ratos tratados com zoledronato. No entanto, apesar das semelhangas

existentes entre ambas as abordagens terapéuticas, convém salientar que, devido as suas
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peculiaridades anatémicas e de acessibilidade, a regido de furca dentéria dificulta
sobremaneira a completa descontaminacgdo local por meio da instrumentagdo manual, sendo
que tal fator pode ter sido crucial para os resultados descritos naquele contexto.

O zoledronato, potente farmaco pertencente ao grupo dos BFs nitrogenados, atua na
via do mevalonato, inativando a enzima farnesil-PP sintase e, consequentemente, impedindo a
formagé&o dos produtos farnesil-PP e geranilgeranil-PP, 0s quais se mostram essenciais para a
prenilacdo de pequenas GTPases relacionadas aos mais diversos processos celulares dos
osteoclastos, como é o caso das alteracBes morfolégicas de membrana e do rearranjo de seu
citoesqueleto, essenciais para que ocorra a reabsorcdo 6ssea, além do trafego intracelular de
vesiculas e a inibicdo da apoptose prematura destas células (CREMERS et al., 2019;
EBETINO, 2011; ROGERS et al., 2011). No presente estudo, mesmo diante de uma area de
analise relativamente pequena quando comparada ao organismo em sua integralidade, foi
possivel constatar que o tratamento medicamentoso com zoledronato exerceu os efeitos
farmacoldgicos esperados sobre o0s osteoclastos, tendo em vista a menor quantidade de células
TRAP-positivas, 0s seus aspectos morfologicos e as caracteristicas teciduais nitidamente
observados nos espécimes pertencentes aos grupos tratados com o medicamento em questéo.
Assim, nos animais dos grupos ZOL, ZOL-PiE e ZOL-PiE-DM, os osteoclastos existentes se
apresentavam como células grandes, arredondadas, hipernucleadas e, na maioria das vezes,
distantes da matriz 6ssea, ou seja, exibindo caracteristicas tipicas de inatividade (GROSS et
al., 2017). Além disso, como reflexo da inativacdo de tais células e segundo os dados
confirmados pela analise histométrica da porcentagem de tecido désseo total na regido peri-
implantar, ndo se observou significativa perda 6ssea ao redor dos implantes nos grupos em
que a PiE foi induzida, caracteristica intrinseca a evolucdo da doenca e que possivelmente se
faria presente caso o tratamento medicamentoso com droga antirreabsortiva ndo houvesse sido
empregado.

Embora Ruggiero et al. (2022) tenham caracterizado clinicamente a ONMM pela
presenca de 0SS0 exposto ou 0sso que pode ser sondado através de fistula intra ou extraoral na
regido maxilofacial, alguns estagios de evolucdo da doenca foram também propostos pelos
mesmos autores. Assim, o estagio 0 precede a manifestagdo clinica da ONMM, no qual séo
observados sinais radiograficos e/ou histopatologicos de necrose dssea, mesmo em pacientes
assintomaticos. Guardadas as devidas proporcdes, tais informac6es podem ser transpostas ao
presente estudo, ainda que este tenha sido realizado em um modelo experimental. Diante
disso, a avaliagdo histopatoldgica, sustentada pelos dados obtidos com a analise histométrica,

demonstrou inumeras areas de tecido 6sseo ndo vital na regido peri-implantar, sendo estas
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constituidas por numerosas lacunas contiguas desprovidas de ostedcitos e/ou contendo apenas
remanescentes de tais células 6sseas (MARTELLI et al., 2017), principalmente nos espécimes
pertencentes aos grupos tratados com zoledronato, sendo que tais caracteristicas se mostraram
mais evidentes no grupo ZOL-PIiE, e ainda exacerbadas no grupo ZOL-PIiE-DM. Estes
achados histopatoldgicos, por fim, configuram a necrose 0ssea, aspecto determinante para o
diagndstico microscopico da ONMM (FRANCO-PRETTO et al., 2014).

Ademais, segundo os diferentes padrGes propostos por Kwon et al. (2014) para
categorizar a destruicdo Ossea peri-implantar acarretada pela ONMM-IO, as lesGes
osteonecroéticas observadas no presente estudo se enquadram, predominantemente, no tipo
congelado (tipo 1), descrito pela presenca de necrose 0ssea ao redor do implante e nas
adjacéncias do osso alveolar, com discreta inflamacdo nos tecidos moles peri-implantares,
graus variados de infiltrado inflamatorio nos espacos medulares e extensas areas de tecido
6sseo haversiano desprovido de componentes celulares. Todavia, deve-se destacar que 0s
critérios adotados para tal classificagdo levaram em consideracdo apenas 0 aspecto
histopatoldgico dos tecidos peri-implantares ora analisados, haja vista que ndo houve
constatacdo clinica de nenhuma lesdo semelhante 8 ONMM-10 neste modelo experimental em
ratas nos diferentes grupos experimentais.

A inflamagdo induzida pelos proprios BFs ao redor dos implantes osseointegrados,
conforme ja descrito, na presenca de fatores potencializadores deste quadro inflamatdrio,
como é o caso da PiE e do DM em um primeiro momento, parece estar diretamente
relacionada a ocorréncia e ao respectivo aumento das areas de tecido 6sseo ndo vital na regido
peri-implantar. Neste sentido, estudos clinicos e pré-clinicos sugerem que o desencadeamento
da ONMM esta condicionado a coexisténcia de fatores de risco sistémicos, como a utilizacao
de potentes drogas antirreabsortivas e/ou antiangiogénicas, e fatores de risco locais, como
exodontias e/ou doengas de cardter inflamatério, a exemplo da Pl e da periodontite
(AGUIRRE et al., 2012; HASEGAWA et al., 2019; KHAN et al., 2015; RUGGIERO et al.,
2022). Estes fatores de risco locais relacionados a presenca de inflamacéo e/ou infeccéo, por
sua vez, induzem a producéo local de citocinas com atividades pré-inflamatorias, como TNFa
e interleucinas, as quais exacerbam ainda mais o0 processo e sdo capazes de ativar vias
moleculares de sinalizagdo que culminam com a morte celular programada dos osteocitos
(AGUIRRE; CASTILLO; KIMMEL, 2021a). Em condi¢cbes de normalidade, apos a
reabsorcdo Ossea da regido, 0s corpos apoptdticos de tais ostedcitos sdo rapidamente
removidos por fagécitos adjacentes e degradados em seus fagolisossomos. Entretanto, em

pacientes submetidos a terapia com BFs, devido a diminui¢do quantitativa e a forte supressao
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da atividade reabsortiva dos osteoclastos, a remocéo do tecido 6sseo ndo vital é extremamente
lenta ou até mesmo inibida e, desta forma, é possivel que os ostedcitos em apoptose ou em
estdgio avancado de autofagia permanecam por um tempo prolongado na rede lacuno-
canalicular da matriz 6ssea, aumentando sobremaneira a probabilidade de ocorréncia de uma
necrose secundaria nesta regido (AGUIRRE; CASTILLO; KIMMEL, 2021a).

Além da apoptose dos ostedcitos induzida pelo quadro inflamatdrio, outro padréo
peculiar de morte celular programada vem sendo descrita, a chamada necroptose. Este tipo de
morte celular também ocorre as custas da ativacdo de vias intracelulares pré-programadas,
porém, resulta fenotipicamente em uma morte com caracteristicas acidentais, na qual sucede a
ruptura da membrana plasmaética e o extravasamento do contetido citoplasmatico e de padrfes
moleculares associados a danos (DAMPs, Damage-Associated Molecular Patterns) na matriz
extracelular circunjacente (AGUIRRE; CASTILLO; KIMMEL, 202la; DHURIYA,;
SHARMA, 2018; PASPARAKIS; VANDENABEELE, 2015; ZHOU; YUAN, 2014).
Diversas situacdes e substancias quimicas sdo capazes de desencadear a necroptose nos
ostedcitos, incluindo TNFa e outras citocinas da mesma classe molecular, DNA danificado,
LPS, infeccBes virais, padrGes moleculares associados a patdgenos (PAMPs, Pathogen-
Associated Molecular Patterns), medicamentos antineoplésicos, entre outros (GROOTJANS;
BERGHE; VANDENABEELE, 2017; PASPARAKIS; VANDENABEELE, 2015). Assim, a
presenca dos DAMPs liberados pela célula em necroptose ou pela ocorréncia da necrose
secundaria em células apoptéticas, conforme mencionado, induz a exacerbacdo do estado
inflamatdrio e a consequente elevacdo nos niveis de citocinas pro-inflamatdrias, as quais, por
conseguinte, séo capazes de ativar vias moleculares de sinalizagdo intracelular que culminam
com a apoptose ou necroptose de mais ostedcitos, reiniciando e sustentando tal ciclo. Deste
modo, torna-se pertinente postular que a intensidade do processo inflamatério local e a
extensdo da area de tecido 6sseo nao vital sejam grandezas diretamente proporcionais e, sendo
assim, tal proposito vai ao encontro dos achados do presente estudo, justificando a maior
quantidade de tecido 0sseo ndo vital observado nos grupos em que a condicdo de natureza
inflamatdrio-infecciosa foi instalada e/ou 0 DM foi executado, ou seja, nos grupos ZOL-PiE e
ZOL-PiE-DM.

Estudos in vitro (HUANG et al., 2016; MANZANO-MORENO et al., 2018; NAIDU
et al., 2008) tém demonstrado que o zoledronato em altas concentragdes exerce ainda potentes
efeitos citotdxicos sobre pré-osteoblastos e osteoblastos. Huang et al. (2016) demonstraram
efeitos inibitorios dose-dependentes para a expressao de colageno do tipo |, fosfatase alcalina

e OCN em osteoblastos tratados com zoledronato, além de uma diminuicdo na diferenciacao
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de células precursoras pela expressiva redugdo de proteina Ossea morfogenética 2. O
zoledronato também foi capaz de reduzir significativamente a diferenciacéo de células-tronco
derivadas do tecido adiposo em osteoblastos (QU et al., 2020). De modo semelhante aos
resultados reportados in vitro, a analise imunoistoquimica realizada no presente estudo
experimental demonstrou menor imunomarcacdo para OCN nos grupos tratados com
zoledronato em comparacdo ao grupo C. Este potencial efeito citotoxico acarretado por
elevadas dosagens de BFs sobre as células da linhagem osteoblastica pode ser entdo estendido
aos ostedcitos, 0s quais encontram-se interligados entre si e conectados aos osteoblastos
periféricos por meio de inimeras projec¢des citoplasmaticas contidas nos canaliculos da matriz
Ossea. Assim, além de uma possivel citotoxicidade direta, alteragcBes importantes nesta
dindmica celular sdo capazes de acarretar a severa atrofia dos ostedcitos e até mesmo a sua
morte (AGUIRRE et al., 2012; TSUBOI et al., 2016), culminando com o acimulo de lacunas
vazias que ndo serdo efetivamente reabsorvidas devido aos efeitos farmacoldgicos dos BFs.
Neste contexto, o grupo ZOL-PiE-DM, que exibiu a maior quantidade de tecido 6sseo ndo
vital na regido peri-implantar, também apresentou menor densidade de imunomarcacao para
OCN em relacdo ao ZOL, ratificando a intrinseca correlacdo existente entre ambas as
caracteristicas analisadas.

Outro aspecto local potencialmente capaz de contribuir de forma negativa para a
manutencdo da vitalidade dos tecidos peri-implantares é a acdo antiangiogénica exercida pelos
BFs, comprovada no presente estudo pela menor densidade de imunomarcacao para VEGF
nos animais pertencentes aos grupos ZOL e ZOL-PiE-DM. Corroborando tais achados,
animais submetidos a exodontia durante o tratamento sistémico com dosagem oncoldgica de
zoledronato também apresentaram menor imunomarcacdo para VEGF durante o processo de
reparo 6sseo alveolar (TORO et al., 2019). O estudo clinico desenvolvido por Wehrhan et al.
(2011) demonstrou evidente reducdo na angiogénese e na neoformacdo de vasos sanguineos
no tecido conjuntivo mucoperiosteal de pacientes submetidos a terapia com zoledronato ou
pamidronato. Wang et al. (2022) também verificaram uma diminui¢&o na densidade vascular,
no perimetro médio e no didmetro de vasos sanguineos situados em tecidos moles adjacentes
a areas de necrose Gssea em pacientes diagnosticados com ONMM. E valido destacar, no
entanto, que a maior densidade de imunomarcacdo para VEGF constatada no grupo ZOL-PiE
em relagdo ao grupo ZOL deve-se, possivelmente, a intensa resposta inflamatoria presente
neste grupo, a qual estimula sobremaneira a angiogénese e o aumento da vascularizagao local.
Assim, torna-se cada vez mais evidente que as lesbes osteonecroticas e a fisiopatologia da

ONMM ndo ocorrem as custas de um unico evento ou fator etioldégico, mas que sdo
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decorrentes da complexa interrelacdo entre os mais diversos mecanismos de agressao celular e
tecidual que culminam neste tragico desfecho.

No presente estudo, 0s animais pertencentes ao grupo ZOL-PiE-DM apresentaram a
maior quantidade de tecido 6sseo ndo vital na regido peri-implantar quando comparado aos
demais grupos experimentais. Este fato, embora ndo esteja coerentemente relacionado a
diminuicdo dos pardmetros inflamatérios observados neste grupo, pode ser justificado devido
as caracteristicas traumaticas inerentes ao procedimento mecéanico empregado e as diferentes
fases da reparacdo tecidual nos sistemas biolégicos, as quais transitam pela inflamacéo,
proliferacdo celular e maturagdo da matriz extracelular, respectivamente (BROUGHTON,;
JANIS; ATTINGER, 2006). O DM, realizado com curetas e instrumentais odontolégicos
manuais, conforme ja exposto, acarreta um trauma mecanico aos tecidos moles e duros no
local em que € aplicado e, além disso, ao remover os grandes depdsitos bacterianos e fatores
retentivos de placa que sustentam a progressdo da doenca, estimula biologicamente a
reparacdo dos tecidos acometidos. Esta associagdo entre agressdao mecéanica e estimulo
biolégico para reparacdo desencadeia uma resposta inflamatéria de carater agudo
imediatamente apds a execucdo do procedimento, e esta potente exacerbacdo inicial do
processo inflamat6rio pode levar a morte dos ostedcitos pelos diferentes mecanismos
supracitados e a iminente necrose 0ssea, haja vista que ndo ocorre a reabsor¢do do tecido ndo
vital devido a supressdo da atividade osteoclastica ocasionada pelo uso dos BFs. Por fim, com
0 natural avango nas etapas do processo de reparo tecidual, a intensa inflamacdo inicialmente
observada nos tecidos moles tende a regredir e dar lugar a fase de maturacdo (BROUGHTON;
JANIS; ATTINGER, 2006), porém, as graves consequéncias acarretadas ao nivel 6sseo
permanecem e até se exacerbam, o que torna possivel caracterizar a monoterapia com o DM,
guando realizada de forma convencional, também como um importante fator de risco

agravante e/ou desencadeador da ONMM-IO.

5.4 CONSIDERACOES FINAIS E PROPOSICOES FUTURAS

Dentro dos limites pertinentes ao presente estudo e com base na extrapolagéo racional
dos resultados observados em um modelo experimental em animais para 0s seres humanos,
pode-se inferir que a presencga dos 10, mesmo quando ja osseointegrados na cavidade bucal,
durante o tratamento medicamentoso com zoledronato, constitui-se em um importante fator
predisponente para a ONMM. Logo, a associacdo deste fator com outras condi¢Oes locais

agravantes, como € o caso dos processos patoldgicos de natureza inflamatério-infecciosa, tais
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como a PI, e os procedimentos odontolégicos traumaticos, como € o caso do DM, configura
uma situagdo clinica na qual o desencadeamento da ONMM-IO é uma consequéncia
praticamente inevitavel.

A PI é uma condicdo patologica de dificil tratamento e com evolucéo desfavoravel. Os
resultados obtidos com o presente estudo revelaram que a progresséo da PiE, na auséncia de
qualquer tratamento local, se mostrou capaz de ocasionar a intensa inflamacéo dos tecidos
peri-implantares e o surgimento, por consequéncia, de inUmeras areas de tecido 6sseo nao
vital em suas adjacéncias, além de outras importantes alteracdes ao nivel celular nesta regiéo.
Tais aspectos denotam que a evolugdo da Pl pode culminar com o desencadeamento da
ONMM-10, com a perda do implante osseointegrado e em consequéncias ainda mais severas
e comprometedoras. Por outro lado, porém, também foi possivel constatar que o tratamento
local da PiE de forma manual, por meio do DM convencionalmente proposto, foi capaz de
levar a exacerbagdo na quantidade de tecido ésseo ndo vital ao redor dos implantes, ndo se
mostrando uma terapia efetiva e segura para ser empregada nestas condicGes locais e
sistémicas. Deste modo, surge uma grande indagacdo por parte do cirurgido-dentista no
manejo da Pl em pacientes tratados com drogas antirreabsortivas, pois, ao passo em que a
evolucdo da doenga fatalmente pode culminar com o desencadeamento da ONMM-10, o
tratamento local mais comumente empregado também é capaz de fazé-lo.

Assim, os resultados ora observados evidenciam que a alternativa mais eficiente e
segura para se evitar a ONMM-IO e a perda dos 10 em pacientes submetidos ao tratamento
medicamentoso com BFs é a prevencao primaria da ocorréncia da PI. Para tanto, o paciente
deve ser adequadamente esclarecido sobre os potenciais riscos de tal condicdo e encorajado a
realizacdo de consultas clinicas odontoldgicas frequentes, com periodicidade pré-estabelecida
pelo profissional, e com inicio, preferivelmente, anterior a instituicdo do protocolo
medicamentoso. Desta forma, ao menor sinal de inflamagdo nos tecidos marginais, o
cirurgido-dentista deve lancar mao de condutas terapéuticas minimamente invasivas e que
possibilitem o controle eficaz e, preferencialmente, a regresséo de tal condicdo, impedindo a
sua progressdo para os tecidos mais profundamente situados ao redor do implante,
culminando com a PI.

Nas situagdes, porém, em que a PI ja se encontra instalada, conforme fora mimetizado
durante os procedimentos experimentais do presente trabalho, a escolha de um tratamento
adequado e seguro mostra-se necessaria. Diante dos resultados insatisfatérios verificados
neste estudo com o emprego do DM enquanto monoterapia, € imprescindivel que outras

estratégias terapéuticas peri-implantares sejam propostas e cientificamente avaliadas. O
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emprego de associa¢es farmacoldgicas e/ou a utilizagdo de terapias adjuvantes ao DM, em
especial aquelas com agdo bioestimulatoria e/ou antimicrobiana, poderiam se constituir em
uma maneira de tornar efetivo e seguro o tratamento ndo cirurgico da Pl durante o protocolo
medicamentoso com drogas antirreabsortivas. A fotobiomodulacdo com laser de baixa
poténcia (LLLT, Low-Level Laser Therapy) e a terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT,
Antimicrobial Photodynamic Therapy) sdo propostas terapéuticas que tém se mostrado
capazes de prevenir a ocorréncia da ONMM em ratas tratadas com dosagem oncoldgica de
zoledronato e submetidas a extracdo dentaria (ERVOLINO et al., 2019; STATKIEVICZ et
al., 2018). Particularmente, a aPDT, quando empregada como monoterapia ou como terapia
coadjuvante a RAR, se destacou como uma modalidade efetiva e segura para o tratamento da
periodontite experimental induzida em ratos tratados com zoledronato (SA, 2018). Diante
disso, estes promissores achados nas areas de cirurgia oral e periodontia merecem ser ainda
mais explorados e validados também dentro da implantodontia, e 0 seu emprego como
terapias adjuvantes ao DM convencional podera se constituir em uma importante manobra

clinica para a prevencdo da ONMM-10 em um futuro préximo.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos para 0 modelo experimental utilizado no presente

estudo, pode-se concluir que:

= 0 debridamento mecénico, empregado de forma convencional e como monoterapia,
ndo se mostrou uma proposta terapéutica efetiva e, tampouco, segura para 0
tratamento da peri-implantite experimental induzida por biofilme com o uso de
ligadura em implantes j& osseointegrados na maxila de ratas senescentes e
submetidas a terapia posterior com dosagem oncologica de zoledronato, pois,
apesar da relativa reducao na intensidade do processo inflamatério local aos 21 dias
pos tratamento, ocasionou o consideravel aumento na quantidade de tecido désseo
ndo vital e levou a alteragGes celulares e na histofisiologia da regido peri-implantar,
podendo se constituir em um fator de risco agravante e/ou desencadeador da
ONMM-IO;

= 0 tratamento medicamentoso com dosagem oncolodgica de zoledronato na presenca
do implante osseointegrado na cavidade bucal se mostrou capaz de provocar uma
resposta inflamatdria local e levou a ocorréncia de areas de tecido 0sseo ndo vital e
outras alteracBes ao nivel celular na regido peri-implantar, colocando a presenca do
implante, por si s, como um fator predisponente para a ONMM durante o

tratamento medicamentoso com drogas antirreabsortivas;

= a exacerbada resposta inflamatdria e as extensas areas de tecido 6sseo ndo vital,
juntamente com as demais alteraces celulares e histofisiologicas observadas nos
tecidos peri-implantares durante o tratamento medicamentoso com zoledronato na
presenca da peri-implantite experimental, permitem categorizar tal condicdo
patoldgica como um fator de risco precipitante para a ocorréncia da ONMM-10

durante o tratamento medicamentoso com drogas antirreabsortivas.
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Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Avaliagdo da terapia
fotodinamica antimicrobiana no tratamento da periimplantite experimental em
ratas tratadas com dose oncolégica de zoledronato”, Processo FOA n° 00330-
2019, sob responsabilidade de Edilson Ervolino apresenta um protocolo
experimental de acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal e sua
execucao foi aprovada pela CEUA em 10 de Maio de 2019.

VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 01 de Margo de 2022.

DATA DA SUBMISSAO DO RELATORIO FINAL: até 01 de Abril de 2022.

CERTIFICATE
We certify that the study entitled “Evaluation of the antimicrobial photodynamic
therapy in the treatment of the experimental peri-implantitis in rats treated with
oncologic dose of zoledronate”, Protocol FOA n° 00330-2019, under the
supervision of Edilson Ervolino presents an experimental protocol in accordance with
the Ethical Princi;)Ies of Animal Experimentation and its implementation was
approved by CEUA on May 10, 2019.
VALIDITY OF THIS CERTIFICATE: March 01, 2022.
DATE OF SUBMISSION OF THE FINAL REPORT: April 01, 2022.
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