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RESUMO

Introducdo: Bisfosfonatos (BFs) sé&o drogas antirreabsortivas amplamente
usadas na prevencao e no tratamento de doencas 6sseas. Apesar dos beneficios dos
BFs, diversos efeitos colaterais foram relatados. Além da osteonecrose dos maxilares
relacionada a medicacdo (MRONJ), evento adverso mais discutidos na atualidade, os
BFs sdo capazes de causar alteracdes dentarias, como atraso ou inibicdo da erupcao
dentaria e malformacdes nessas estruturas. Assim, faz-se importante a pesquisa
sobre os efeitos dos BFs nas estruturas radiculares. Objetivos: O presente estudo tem
0 objetivo de observar, de forma descritiva, os aspectos morfoldgicos radiculares de
dentes molares de ratos Wistar submetidos a tratamento com bisfosfonato injetavel
(acido zoledrénico) e tratados com ozonioterapia através de imagens obtidas por
microscopia eletronica de varredura. Metodologia: No DO, 44 ratos Wistar machos
com, aproximadamente, 60 dias de vida foram distribuidos, de forma aleatoria simples,
em dois grupos (n=22): tratamento com bisfosfonato (grupo Z) e controle (grupo C).
Cada grupo foi subdividido em dois subgrupos (n=11): tratamento com ozonioterapia
(grupo OZ) e sem tratamento (grupo ST). No D12, os animais dos grupos ZOZ e COZ
passaram a receber ozonioterapia (20ug/ml), via insuflacdo retal, na dose de 5ml,
2x/semana, durante 9 semanas. No D21, iniciou-se a terapia com bisfosfonato
(4mg/100ml) dos grupos ZOZ e ZST, via injecao intraperitoneal, na dose de 66ug/kg,
1x/semana, por 8 semanas. Ja os grupos COZ e CST seguiram o mesmo protocolo,
porém, com injecao de soro fisiologico. No D42, coincidindo com a quarta semana de
terapia medicamentosa, foram extraidos os primeiros molares inferiores esquerdos de
todos os animais. O processamento das amostras consistiu em metalizacdo da face
dentaria com maior area de exposicao radicular para analise no microscopio eletrénico
de varredura (MEV). Para todas as amostras, foram geradas imagens com o0s
aumentos de 15, 85 e 200 vezes. Resultados: Foram identificadas reabsorcdes rasas
na superficie do cemento nos grupos ZST, COZ e CST, predominantemente, no terco
cervical radicular; regides craqueladas, em diferentes comprimentos e profundidades,
nas superficies radiculares de todos os grupos, predominantemente, em areas de
furca e corpo radicular; e cemento das por¢cfes mais proximas ao apice radicular de
todos os grupos com uma estrutura mais rugosa e volumosa, quando comparado ao
cemento de corpo radicular. Além disso, em todos os grupos, ocorreram fraturas
radiculares com envolvimento total de uma ou mais raizes. Conclusédo: N&o existem
indicios suficientes de que a administracao periodica de BFs possa causar alteracdes
morfolégicas na topografia radicular de dentes molares de ratos, ao menos
superficialmente. Adicionalmente, a ozonioterapia ndo se mostrou benéfica ou
maléfica para a integridade da superficie radicular. Assim, novas pesquisas S&o
necessarias para estabelecer-se definitivamente a seguranca na utilizacdo dos BFs
para as estruturas dentarias.

Palavras-chave: bisfosfonatos; hipercementose; microscopia eletrénica de varredura;
morfologia; osteonecrose por bisfosfonatos; ozonioterapia; raiz dentaria; reabsor¢céo
radicular.






ABSTRACT

Introduction: Bisphosphonates (BFs) are anti-resorptive drugs widely used in
the prevention and treatment of bone diseases. Despite the benefits of BFs, several
side effects have been reported. In addition to Medication-Related Osteonecrosis of
the Jaw (MRONJ), the most widely discussed adverse event today, BFs are capable
of causing dental changes such as delay or inhibition of tooth eruption and
malformations in these structures. Thus, research on the effects of BFs on root
structures is important. Objectives: The aim of the present study is to observe,
descriptively, the root morphological aspects of molar teeth of Wistar rats submitted to
treatment with injectable bisphosphonate (zoledronic acid) and treated with ozone
therapy through scanning electron microscopy images. Methodology: At DO, 44 male
Wistar rats, approximately 60 days old, were randomly assigned to two groups (n =
22): bisphosphonate treatment (group Z) and control (group C). Each group was
subdivided into two subgroups (n = 11): treatment with ozone therapy (OZ group) and
no treatment (ST group). In D12, animals from the ZOZ and COZ groups started
receiving ozone therapy (20ug/ml) via rectal insufflation at a dose of 5ml, twice a week
for 9 weeks. In D21, bisphosphonate therapy (4mg/100ml) of the ZOZ and ZST groups
was initiated via intraperitoneal injection at a dose of 66ug/kg once a week for 8 weeks.
The COZ and CST groups followed the same protocol, however, with saline injection.
At D42, coinciding with the fourth week of drug therapy, the left lower first molars were
extracted from all animals. The processing of the samples consisted of metallization of
the dental surface with larger area of root exposure for analysis by scanning electron
microscope (SEM). For all samples, images were generated with increases of 15, 85
and 200 times. Results: Shallow resorption on the cementum surface was identified in
the groups ZST, COZ and CST, predominantly in the root cervical third; cracked
regions, at different lengths and depths, on the root surfaces of all groups,
predominantly in furcation and root body areas; and cementum of the portions closest
to the root apex of all groups with a rougher and voluminous structure when compared
to the root body cementum. Moreover, in all groups, root fractures occurred with total
involvement of one or more roots. Conclusion: There is insufficient evidence that BFs
periodic administration may cause morphological changes in the root topography of rat
molar teeth, at least superficially. Additionally, ozone therapy did not prove beneficial
or harmful to root surface integrity. Thus, further research is needed to definitively
establish the safe use of BFs for dental structures.

Keywords: bisphosphonate; bone avascular necrosis/avascular necrosis of bone;
hypercementosis; morphology; ozone therapy/ozone; root resorption/resorptions;
scanning electron microscopy; tooth root.
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1 INTRODUCAO

1.1 BISFOSFONATOS

Bisfosfonatos (BFs) séo drogas antirreabsortivas amplamente usadas para
prevenir, curar ou aliviar doencas causadoras de deficiéncia 6ssea (1,2). Séo
analogos sintéticos do pirofosfato inorganico, um regulador endégeno da renovacéo
0ssea que inibe a reabsor¢éo 6ssea e a mineralizagdo in vitro (2,3).

Apesar de terem sido sintetizados no final do século XIX, os BFs passaram a
ser usados clinicamente apenas nas ultimas 5 décadas (2,4). Passados 50 anos
desde o primeiro uso clinico de um BF (etidronato dissodico em 1968), é importante
lembrar que a origem desses medicamentos vem da pesquisa odontolégica (4,5).
Embora a pesquisa com BFs tenha se concentrado originalmente nos usos para
remover o calculo dentéario, nos ultimos anos essa classe de medicamentos cresceu
na medicina (2). Hoje, os BFs continuam a fazer parte da rotina odontoldgica,
especialmente devido aos efeitos colaterais que podem afetar as estruturas orais.

O etidronato obteve aprovacao regulamentar em 1977 para varias indicacoes,
incluindo doenca de Paget e hipercalcemia de malignidade (4). Hoje, sete BFs sao
aprovados para uso nos Estados Unidos (2).

Os BFs representam uma classe importante de drogas antirreabsortivas
indicadas para a prevencao e tratamento da osteoporose, hipercalcemia maligna,
mieloma multiplo, doenca de Paget, metastases O0sseas associadas a cancer de
mama, prostata e pulmédo, osteogénese imperfeita, displasia fibrosa, doenca de
Gaucher, hiperparatireoidismo primario e outras condicdes que resultam em
fragilidade Ossea (2,6—-10). Além disso, os BFs foram recentemente introduzidos
como coadjuvantes no tratamento da doenca periodontal (11).

Na oncologia, os BFs sdo usados como adjuvantes da terapia antineoplasica,
gerenciando complicacbes da disseminacdo metastatica 0Ossea, incluindo dor,
hipercalcemia e fratura patologica (12). Nos pacientes afetados, ele efetivamente
retorna a densidade mineral 6ssea, reduz a incidéncia de fraturas 6ésseas e melhora
sua qualidade de vida (5,6,13).

Para o tratamento da osteoporose, doenca na qual um desequilibrio na

remodelacado 0ssea resulta em ossos de menor densidade e qualidade, os BFs podem
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ser administrados por via oral (diariamente, semanalmente ou mensalmente) ou por
via intravenosa (a cada trés meses ou anualmente), reduzindo o risco de fraturas
(14,15). Varios ensaios clinicos controlados randomizados de larga escala e longo
prazo mostraram que os BFs reduzem o risco de fraturas de estruturas 6sseas, como
vértebras e quadril, em mulheres p6s-menopausadas com osteoporose (15).

Existem numerosos tipos de BFs aprovados para uso no ambiente clinico, os
guais diferem com base nas alteragcbes estruturais da chamada cadeia lateral R-2,
diferenciando os dois tipos de BFs: nitrogenados e néo-nitrogenados. Os BFs que
contém nitrogénio sdo muito mais potentes na inibi¢cdo da reabsorcéo 6ssea in vivo do
gue os BFs néo-nitrogenados (2,10). Etidronato, clodronato e tiludronato sédo alguns
exemplos de BFs nédo-nitrogenados. Ja o alendronato, o zoledronato, o ibandronato,
0 pamidronato e o risedronato sdo BFs nitrogenados (14). Cada droga apresenta
diferentes caracteristicas quimicas, fisico-quimicas e bioldgicas, o que significa que
os resultados obtidos em termos da acdo de um composto ndo podem ser
extrapolados para outros.

Alguns BFs possuem atividade antiangiogénica, a qual pode contribuir para o
efeito antirreabsortivo, bem como para o efeito antitumoral (3,16). Os BFs
intravenosos, como o pamidronato e o zoledronato, sdo usados em pacientes com
condicbes relacionadas ao cancer, como mieloma multiplo, cancer de mama
metastatico, metastases 0sseas de outros tumores solidos e hipercalcemia de
malignidade. BFs orais, como alendronato, ibandronato e risedronato, sdo usados
para o tratamento de osteoporose, osteopenia, doenca 0ssea de Paget e osteogénese
imperfeita da infancia (3,10).

Os BFs tém alta afinidade pela hidroxiapatita e sédo resistentes ao metabolismo
pelas fosfatases enddgenas (3). Eles sédo preferencialmente incorporados em locais
de remodelacéo éssea ativa, como comumente ocorre em condi¢des caracterizadas
pela renovacéo acelerada do esqueleto, e atuam, entre outros aspectos, inibindo a
ligacdo dos osteoclastos a matriz 6ssea, reduzindo ou inibindo sua atividade e
aumentando sua apoptose. Desse modo, a degradacdo da hidroxiapatita € inibida,
suprimindo a reabsorcao 0ssea (14).

BFs contendo nitrogénio se ligam a hidroxiapatita em superficies 6sseas, que,
por sua vez, sao reabsorvidas por osteoclastos (14). Assim, séo internalizados em
osteoclastos via endocitose, resultando na inibicdo de sua atividade (14,17) Os BFs

absorvidos pelos osteoclastos durante a reabsor¢cdo éssea inibem a enzima
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farnesilpirofosfatosintase, uma enzima chave na via do mevalonato. Metabdlitos
produzidos nessa via sdo proteinas reguladoras importantes para a membrana
celular, necessaria para a funcdo dos osteoclastos (14,17,18). Dessa forma, os BFs
induzem eventos bioquimicos capazes de iniciar a apoptose dos osteoclastos, forma
de morte na qual as células sdo destruidas por fragmentacdo estrutural sem
derramamento enzimatico ou molecular que induza a inflamacdo. Assim, os BFs
contribuem no controle de um turnover 6sseo acelerado, prevenindo a osteopenia e a
osteoporose (6,12,19,20)

Ja os BFs néo-nitrogenados séo incorporados ao trifosfato de adenosina,
fazendo com que ele seja resistente a hidrdlise (21). A acumulacao desse metabdlito
nao-hidrolisavel contendo adenina eventualmente leva a morte celular dos
osteoclastos (22).

Entretanto, os efeitos dos BFs na reabsorcdo 6ssea podem néo ser devidos a
sua acao direta apenas nos osteoclastos. Ha evidéncias de que eles estimulam a
proliferacdo de células precursoras dos osteoblastos (23) e a producdo de
osteoprotegerina pelos osteoblastos (24), uma proteina antirreabsorcdo. No entanto,
0S mecanismos que envolvem os osteoblastos ainda ndo sdo bem compreendidos
(5,6,18).

Aproximadamente 50% do BF se acumula no osso, enquanto os 50% restantes
sdo excretados inalterados pelos rins. Quando incorporados ao 0sso, 0os BFs podem
permanecer por varios anos, geralmente em uma forma farmacologicamente inativa.
Eventualmente, eles séo liberados do 0sso e reabsorvidos pelos osteoclastos, que os

redistribui dentro do osso (5,10).

1.2 EFEITOS ADVERSOS DOS BISFOSFONATOS

Apesar dos efeitos benéficos dos BFs e embora sejam bem tolerados, efeitos
adversos, como intolerancia gastrointestinal, hipocalcemia, reacdo em fase aguda e
disfuncéo renal, foram relatados (12). Além disso, efeitos colaterais indesejaveis foram
observados na regido oral, afetando, em especial, estruturas ésseas e dentarias
(10,13).

Um numero crescente de pacientes em uso dessa classe de medicamentos por

longo prazo e em altas doses tem desenvolvido a osteonecrose dos maxilares, um
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dos eventos adversos mais discutidos na atualidade (13,25). Marx (26), no ano de
2003, em uma carta ao editor, alertou sobre a ocorréncia de osteonecrose em
mandibula e maxila de pacientes que fizeram uso de pamidronato e zoledronato. Esse
foi o primeiro relato associando os medicamentos com tal condigdo. Posteriormente,
em 2005, Marx publicou uma série de casos relatando essa associacao (27). Desde
entdo, milhares de casos de osteonecrose dos maxilares foram relatados em todo o
mundo (17,27,28), uma condicdo que tem recebido grande atencdo na literatura
odontoldgica (18).

Essa condicao foi primeiramente descrita pela American Society for Bone and
Mineral Research (ASBMR) como BRONJ, sigla em inglés para Bisphosphonate-
Related Osteonecrosis of the Jaw. Sua definicao inicial foi “area de exposicédo 0ssea
em regido maxilofacial, que ndo se cura em até 8 semanas, depois de identificada
pela equipe de saude, em paciente que recebeu ou foi exposto a BF e que néo tenha
recebido radiagao na regiao” (29,30). Entretanto, em 2014, a Academia Americana de
Cirurgides Orais e Maxilofaciais (AAOMS) (7) atualizou a definicdo, relacionando-a
com uso de medicacOes antirreabsortivas e antiangiogénicas, presenca de fistulas ou
Ulceras intra ou extra-orais, presenca de sequestros 0sseos e auséncia de histérico
de metastase 6ssea na regido, dando outra denominacao a condi¢do: Medication-
Related Osteonecrosis of the Jaw (MRONJ).

A MRONJ é um distarbio caracterizado pela ruptura da arquitetura e
organizacdo 6ssea normal. As lesdes tem uma aparéncia irregular, onde areas
multiplas e parcialmente confluentes de osso necrético sdo misturadas com residuos
0sseos vitais. Acredita-se que a alteracdo estrutural do MRONJ é atribuida ao
comprometimento parcial da vascularizacéo (31). Nessa condicao, o tecido 6sseo da
mandibula muitas vezes ndo cicatriza apés um pequeno trauma, embora também
possa ocorrer espontaneamente (7). No entanto, em 90% dos casos, é causada por
algum tipo de tratamento odontolégico (30).

A mandibula é um o0sso em constante atividade, com um alto grau de estresse
mecanico por forcas mastigatérias. Esse estresse mecanico acarreta em trincas e até
em regides necroticas locais. Em um 0sso normal, essas microfissuras sao reparadas
continuamente. Porém, em um ambiente de remodelagdo 6ssea comprometido, isso
pode levar ao acumulo de microdanos, a fragilidade Ossea aumentada e,

consequentemente, a destruigcéo local do tecido 6sseo, vascular e conjuntivo (16).
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A MRONJ é caracterizada pelo desenvolvimento de necrose dos maxilares e é
tradicionalmente apresentada com areas de exposi¢cdes 0sseas necroticas atraves de
fenestragcbes nas mucosas ou na pele, variando de poucos milimetros a varios
centimetros (32). Estudos mais recentes relatam que em aproximadamente 25% dos
casos a ONJ também pode se apresentar sem fenestracédo de tecido (variante nédo
exposta), com pacientes afetados relatando sintomas dolorosos sem explicacéo
aparente, fistulas intra ou extraorais, mobilidade dentéaria, perda de dentes, sinusite
ou fratura mandibular (7). Ambas as variantes expostas e nao expostas de MRONJ
podem se apresentar com extensa necrose, infeccdo secundaria e dor intensa,
causando, portanto, uma reducao significativa na qualidade de vida (33).

Um dos aspectos patoldgicos importantes do MRONJ é a imunossupressao
local pelos BFs de mondcitos e macréfagos (34). Aléem disso, uma notavel auséncia
de células inflamatérias, elementos medulares normais ou células adiposas foi
observada no estudo de Marx & Tursun (35). O principal problema em um sistema
imunologico localmente comprometido € a diminuicdo da vascularizacdo, que
normalmente permitiria a migracao efetiva de macrofagos para o osso afetado (34,35).
Em contraste, a vascularizacdo periosteal permanece praticamente intacta em
pacientes com MRONJ (36).

O BF ligado a sitios 6sseos € liberado durante a reabsorcao e absorcéo pelos
osteoclastos. Apds tomar alendronato por 5 anos, por exemplo, os marcadores de
reabsorcéo e formacéo 0ssea sao descritos como permanecendo suprimidos por, pelo
menos, 5 anos apés a descontinuacao. A maioria dos casos relatados de MRONJ da
mandibula envolve BFs intravenosos, como pamidronato e zoledronato, mas também
parece haver risco de MRONJ com o uso de medicacéo oral (16).

Diversos grupos de pesquisa e sociedades médicas publicaram recentemente
recomendacdes ou diretrizes sobre estratégias de prevencao, estadiamento e manejo
do MRONJ. Em geral, o tratamento conservador, como administracdo de antibi6ticos
e irrigacao local, € recomendado para MRONJ. No entanto, em caso de avanco da
doenca, a intervencao cirargica é necessaria (7).

Um aspecto do paciente de grande relevancia é a idade. Pacientes com quadro
de MRONJ séo, geralmente, idosos com historia de metastase 0ssea ou doenca
reumatica, quase sempre com historia de dor. Quando a funcéo renal do paciente
diminui, a administracao repetida de antibidticos e analgésicos antiinflamatorios deve

ser evitada. O manejo cirargico conservador, que visa controlar a infeccédo local e
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resulta em alivio da dor, € uma importante opc¢ao de tratamento, a qual pode ser uma
alternativa a administracdo repetitiva de analgésicos, especialmente em pacientes
idosos (36,37).

Informacdes sobre a prevaléncia e a incidéncia de MRONJ variam muito e
permanecem controversos. Dados disponiveis sugerem que o MRONJ se desenvolve
em aproximadamente 0% a 0,04% daqueles que usam BFs orais para o tratamento
da osteoporose (38). Outro estudo, de modo semelhante, apontou que a incidéncia de
MRONJ em pacientes em uso de BFs orais para osteoporose varia, sendo geralmente
inferior a 0,5% (7). Ja a incidéncia de MRONJ em pacientes oncolOgicos expostos ao
zoledronato € maior: até 6,7% (7). Um terceiro estudo apontou que a incidéncia de
MRONJ em pacientes com osteoporose e oncologia € de 0,001 a 0,1 e de 1 a 15%,
respectivamente (39).

Vidal-Gutiérrez, em trabalho publicado no ano de 2017 (30), reafirmou que a
maioria dos casos de MRONJ foi relatada em pacientes que receberam tratamento
intravenoso prolongado de zoledronato. De acordo com ele, MRONJ é raro em
pacientes em uso de BFs orais para osteoporose, estimando-se entre 0,001% e 0,1%
(30). Mesmo assim, estudos recentes revelaram um aumento no numero de casos de
MRONJ, possivelmente devido a implementacdo de novos medicamentos (8,25,40).
Essa associacdo tem ofuscado os potenciais beneficios dos BFs em relacdo a
implantodontia, ortodontia, satude periodontal e patologia dos maxilares (7,18).

Culturas de células da medula Ossea obtidas a partir da mandibula
demonstraram a internalizacdo de mais BFs quando comparadas com culturas de
0ss0s longos. Isso sugere que os osteoclastos presentes na mandibula sdo mais
suscetiveis a atividade dos BFs, o que poderia explicar por que a MRONJ ocorre
exclusivamente nos 0ssos maxilares (41).

Mesmo assim, pouca informacdo estd disponivel sobre a etiopatogenia da
MRONJ. Da mesma forma, ndo esta claro por que a MRONJ se desenvolve apenas
em um subconjunto de pacientes, permanecendo dificil prever quais individuos seréo
acometidos. A farmacogenética tem o potencial de identificar variantes genéticas
associadas a um risco aumentado (suscetibilidade) de desenvolver MRONJ. Diversos
estudos genéticos foram realizados durante os Ultimos anos; no entanto, eles séo
limitados pelo tamanho pequeno da coorte e pela falta de significAncia estatistica

genbmica robusta (17).
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Varios fatores de risco clinicos tém sido associados ao desenvolvimento de
MRONJ, incluindo doenca maligna subjacente, uso de BFs endovenosos de alta
poténcia, alta dose ou longa duracdo da terapia, uso de medica¢cbes concomitantes,
infeccdes dentarias e procedimentos cirlrgicos para os maxilares (42). No entanto, a
literatura relacionada n&o tem robustez e consisténcia, sendo escassas as
informacgdes sobre a incidéncia, patogénese, estratégias de tratamento e prevencao
de tal condicéo.

Além da MRONJ, os BFs sdo capazes de causar varios tipos de alteractes
dentarias. Como outro efeito colateral observado na regiao oral, foi demonstrado que
o tratamento com BFs durante a odontogénese atrasa ou inibe a erupcéo dentéaria e
gue pode acarretar em uma variedade de malformacdes nessas estruturas (43).

Sabendo disso e, adicionalmente, que a formacéo da denticdo decidua comeca
antes do nascimento, e a da denticdo permanente, exceto os terceiros molares, é
completada em aproximadamente 15 a 16 anos de idade em humanos, Hiraga et al
(13) examinou os efeitos da administracdo de BF durante a odontogénese na
formacdo e erupcdo dentaria em ratos. Como a formacdo e erupcdo sé&o
acompanhadas de reabsorcéo 0ssea, esperava-se que a administracao de BFs nesse
periodo afetasse o desenvolvimento dentario. Os resultados obtidos confirmaram que
o tratamento com BFs durante a odontogénese tem o potencial de inibir a erupcéo,
prejudicar a formacédo dentéria e induzir varios tipos de anormalidades nos dentes. No
entanto, as evidéncias clinicas para apoiar os resultados ainda séo limitadas.

Numerosos estudos ja foram previamente realizados em ratos, mas seus
resultados foram inconsistentes devido a aplicacdo de protocolos diferentes. Além
disso, em estudos anteriores, seus achados ndo sdo confiaveis e comparaveis, de
modo que o desenvolvimento de um modelo animal experimental de facil replicacéo é
necessario (30). Isso ajudara a entender a fisiopatologia das alteracbes 6sseas e
dentarias associadas aos BFs e, eventualmente, estabelecer estratégias preventivas

e o0 melhor tratamento para essas alteracoes.

1.3 CEMENTO DENTARIO

O cemento é um tecido mineralizado que recobre toda a superficie da raiz. A

principal funcdo do cemento € o suporte dentario ou ancoragem dentaria em conjunto
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com as principais fibras e osso alveolar (44). De acordo com Denton (45), o cemento
foi demonstrado pela primeira vez microscopicamente por Fraenkel & Raschkow
(1835) e Retzius (1836), e desde entdo se tornou uma parte do conhecimento geral
em odontologia.

Dos trés tecidos duros encontrados nos dentes humanos, o cemento foi o Ultimo
a ser descoberto, muito depois do amplo reconhecimento das camadas de esmalte e
dentina. Isto €, em grande parte, devido ao seu pequeno tamanho e estreita relacédo
anatomica com a dentina radicular (46).

O cemento existe fundamentalmente nos dentes dos mamiferos, os quais se
encaixam nas cavidades alveolares do osso alveolar, funcionando como um
dispositivo de suporte dos dentes em conjunto com as principais fibras periodontais e
0 0sso alveolar (44). Ou seja, ele fornece ligacdo entre a raiz propriamente dita, o
ligamento periodontal adjacente (PDL) e o osso alveolar (47,48).

De acordo com Yamamoto et al (44), em seu minuncioso trabalho sobre
histologia, funcdo, estrutura e desenvolvimento do cemento humano, o qual foi

publicado no ano de 2016”:

A matriz organica do cemento é constituida predominantemente por colageno.
No cemento bovino, o colageno tipo | representa mais de 90% da matriz organica e o
colageno tipo lll, aproximadamente, 5%. No cemento humano, o colageno tipo | parece
ser o unico tipo de colageno. O colageno forma fibrilas transversais no cemento e induz
a mineralizacdo bioldgica, atuando como arcabouc¢o para os cristais durante a
mineralizacdo. Além disso, mantém a integridade estrutural do cemento apés a
mineralizacéo

A matriz organica do cemento possui, ainda, proteinas nao-colagenosas e
proteoglicanos em sua composigdo. As principais proteinas ndo-colagenosas sdo a
sialoproteina 6ssea e a osteopontina, as quais desempenham papéis importantes no
processo de mineralizagéo, ligando fibrilas de colageno e hidroxiapatita. Apos a
mineralizagdo, servem para manter a integridade estrutural do cemento.

O cemento contém dois tipos de fibras: extrinsecas (Sharpey), as quais sao
extremidades embutidas das fibras principais, e intrinsecas, que séo fibras préprias do
cemento. Acredita-se que as fibras extrinsecas sejam secretadas por fibroblastos e
parcialmente por cementoblastos e que as fibras intrinsecas sejam secretadas
exclusivamente por cementoblastos.

Fazendo um paralelo, os dentes humanos apresentam dois tipos principais de
cemento, o cemento celular e o acelular, que sdo distintos em composicao, localizagdo
e funcao.

O cemento acelular, mais fino, ancora as fibras principais do ligamento
periodontal & superficie da raiz cervical e é fundamental para a fixacdo do dente e para
a funcéo periodontal. O cemento celular, mais espesso, envolve a por¢céo apical da
raiz e fornece um papel adaptativo na manutencéo do dente em sua posicdo oclusal.
Além disso, a classificagdo em celular ou acelular é dada pela inclusdo ou ndo incluséo
de cementdcitos.

A principal funcdo do cemento € o suporte dentério ou ancoragem dentéria em
conjunto com as principais fibras e osso alveolar. O cemento acelular €, portanto, o



33

cemento mais adequado para suporte dentario. A fun¢cdo do cemento celular € mais
complicada, pois ndo parece contribuir para o suporte dentario. Em vez disso, sua
funcdo é a adaptacdo, ou seja, remodelar a superficie da raiz durante o movimento
dentario e compensar o desgaste da coroa. Ele também aparece como cemento
reparador que preenche superficies radiculares reabsorvidas.

O cemento celular é geralmente mais espesso nos molares que nos anteriores.
A razado pode ser deduzida simplesmente: a espessura do cemento celular é paralela
ao estresse mastigatério aplicado no dente.

O cemento €&, muitas vezes, referido como um tecido semelhante ao 0sso. No
entanto, esse tecido é avascular, ndo sofre remodelacdo dindmica e tem sua
espessura aumentada ao longo da vida. Nestes pontos, o0 cemento é marcadamente
diferente do osso.

O conhecimento da histologia do cemento foi aprimorado com o avan¢o dos
equipamentos e das técnicas de investigacdo. A maioria dos dados foi obtida através
de estudos com roedores, como o rato e 0 camundongo. Assim, relatos anteriores
sobre histologia do cemento humano continham algumas descricdes questionaveis,
provavelmente devido a comparacéo incorreta do cemento humano e dos roedores.

Por esse motivo, apesar das dificuldades no delineamento do estudo, €&
importante a pesquisa em humanos na busca de entender melhor os efeitos dos BFs
na formacédo e na modificacdo das estruturas radiculares.

Uma vez que os bisfosfonatos comprovadamente aumentam a densidade de
mineralizacdo (19) e causam alteracoes nos ossos maxilares (MRONJ), faz-se
necessaria a investigacdo de seus possiveis efeitos nas raizes dentarias neles
implantadas. Analisando aspectos da formacédo estrutural do cemento apés o

tratamento com altas concentracfes de BFs, pode-se obter parte da resposta.

1.4 O RATTUS NORVEGICUS

De acordo com Guvva et al (49), em sua pesquisa sobre 0s uso de ratos de
laboratério como modelo animal em periodontia, publicada no ano de 2018 e aqui

traduzida:

O rato de laboratério, Rattus norvegicus, € um roedor da familia Muridae. Ratos
selvagens originaram-se nas regides temperadas da Asia Central, do sul da RUssia ao
norte da China. Através da migragdo ao longo do comércio e rotas militares, o rato
cosmopolita se espalhou pelo mundo.

Em meados dos anos 1800, os ratos passaram a ser usados em experimentos
cientificos, estando agora disponiveis em diversas variedades ecoldgicas e genéticas.
E uma das espécies mais utilizadas de animais de laboratério, sendo usados
principalmente para pesquisas em toxicologia, nutricdo, comportamento e cancer.

A denticdo tipica dos roedores é incisivo 1/1, canino 0/0, pré-molar 0/0 e
molares 3/3. Os incisivos, em formato de cinzel, ndo possuem raizes e tem erupgéo
continua. Os 12 molares sdo usados para trituracdo. As bochechas se fecham no
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diastema, separando os incisivos da cavidade oral. Tém uma sinfise mandibular
articulada e a estrutura da area gengival é bastante semelhante a observada em
humanos. Um rato adulto pesa cerca de 530-900 gramas, possui uma cabeca afilada,
uma cauda longa e um anus geralmente pressionado no chéo.

Maynard & Downes (50), durante o estudo da anatomia e da histologia do rato
de laboratério, publicado em 2019, descreveram:

O rato possui denticdo Unica, com 16 dentes, sendo 4 incisivos e 12 molares.
Os incisivos irompem 10 dias apos o nascimento, sendo seguidos pelos molares nos
dias 19, 23 e 35, na sequéncia, de anterior para posterior. Incisivos continuam
crescendo durante toda a vida do rato, continuamente desgastando um ao outro pelo
ato de roer, mantendo, assim, a borda em formato cinzelado. Incisivos crescem a uma
velocidade de 2,1 (superiores) e 2,8 (inferiores) milimetros por semana, e qualquer
lesdo a um incisivo resulta em um maior crescimento do dente antagonista. A
coloracdo amarelo-alaranjada dos incisivos que aparece por volta da quinta semana
apos o nascimento ocorre devido a presenca de pigmento contendo ferro. O 6rgéo do
esmalte dos dentes incisivos persiste no decorrer de toda a vida, mas o érgao do
esmalte dos molares se degenera assim que o0 contato com o dente antagonista é
estabelecido. A formagéo da dentina priméria dos dentes molares é interrompida por
volta de 125 dias ap6s o nascimento, mas a producdo de cemento continua por toda
a vida. Cada dente molar tem varias raizes:

e Molares superiores - M1: 5 raizes; M2: 4 raizes, M3: 3 raizes;

e Molares inferiores - M1: 4 raizes; M2: 3 raizes, M3: 3 raizes.

Por fim, em 2010, Dammaschke et al (51), de modo muito claro e sucinto,
caracterizou a denticho murina em sua pesquisa, revisdo na qual foi avaliada a
adequacao dos dentes molares de ratos na avaliacdo pré-clinica de dispositivos

médicos:

A denticdo em ratos consiste em dois dentes incisivos e trés dentes molares
divididos por um diastema distinto em mandibula e arco maxilar. Os incisivos séo
tipicamente moldados para roedores (em crescimento permanente, com um apice bem
aberto) e ndo podem ser comparados com dentes humanos. Por outro lado, os dentes
molares de ratos, incluindo o tecido pulpar, podem ser considerados dentes molares
humanos de tamanho reduzido, com caracteristicas anatbmicas, histologicas,
bioldgicas e fisiologicas semelhantes. Seu desenvolvimento é analogo ao dos dentes
molares humanos. Os dentes molares de rato exibem as mesmas caracteristicas
estruturais da camara pulpar, tecido pulpar, raiz e delta apical com forame apical
menores.

Os resultados desta revisdo demonstram que a pesquisa realizada em dentes
molares de ratos é transferivel para seres humanos e outras espécies animais.

No homem, os molares superiores possuem trés raizes e os inferiores, duas.
De um modo mais detalhado, comparacdes entre molares humanos e de ratos foram

fornecidos por Dammaschke no ano de 2010 (51).
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Hoffman & Schour (52) foram os primeiros a documentar aspectos importantes
da anatomia dos dentes de ratos. Relataram que altura da coroa anatdomica do
primeiro molar mandibular diminui como resultado do atrito de 1,3 para 0,7 mm, sendo
que o maior desgaste ocorre dentro dos primeiros 100 dias de vida pos-natal (53). O
comprimento das raizes aumenta de 0,4 a 3,7 mm, com a maior parte desse
alongamento resultante da aposicao de cemento celular.

A juncdo cemento-esmalte (CEJ), localizada na crista 6ssea alveolar por volta
do 35° dia de vida, continua a se mover em dire¢ao oclusal mais rapidamente do que
0 0sso depositado na crista alveolar, resultando em uma distancia crescente de até
0,8 mm. A distancia entre os apices radiculares e 0 0sso no qual as raizes estédo
inseridas aumenta com a idade, refletindo um desvio oclusal do dente. A medida que
esse distanciamento ocorre, 0 0sso é depositado no fundo do alvéolo (49).

A erupcao de molares de ratos, acompanhada por desgaste oclusal rapido e
aposicao de tecido duro, continua ao longo da vida. A taxa de erupcao, pelo menos
em animais jovens, € mais rapida do que o aumento concomitante da altura 6ssea.
Durante o periodo de 21 a 35 dias, o primeiro molar mandibular irrompe a uma taxa
de 590um/semana e sua raiz se alonga a uma taxa de 540um/semana. A aposi¢cao
Ossea alveolar no fundo ocorre a uma taxa de 54uym/semana e na crista alveolar, a
160um/semana (52).

Os molares murinos sdo bem menos volumosos que 0s incisivos e apresentam
5 a 6 raizes cuja formacgao se completa, aproximadamente, aos 70 dias. Os incisivos
sdo monorradiculados e apresentam rizogénese continua durante toda a vida para
compensar o constante desgaste promovido pela sua funcao de roer; sua raiz € longa
e curva paratras e o apice fica localizado logo abaixo da regiao periapical dos primeiro
e segundo molares (19).

A figura 1 ilustra a cronologia da odontogénese e rizogénese murinas. Ja as
figuras 2, 3 e 4 apresentam relacdo entre maxila e mandibula murinas e as estruturas

dos dentes incisivos e molares murinos.
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Figura 1 — Cronologia da odontogénese e rizogénese murina (19)
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1.5 OBJETIVOS

O presente estudo tem o objetivo de observar, de forma descritiva, 0s aspectos
morfologicos radiculares de dentes molares de ratos Wistar submetidos a tratamento
com bisfosfonato injetavel (a4cido zoledrénico) e tratados com ozonioterapia através

de imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O advento dos BFs como medicamentos utilizados para prevencédo e
tratamento de doencas désseas promoveu uma série de publicagdes, incluindo-se
revisbes extensas e minuciosas. Varios estudos de interesse odontolégico foram
realizados, observando a influéncia dessas drogas no desenvolvimento dentario.
Nesta revisdo da literatura, enfatizam-se as investigagoes sobre a influéncia dos BFs
na formacdo e nas alteracbes das estruturas dentarias, em especial do cemento
radicular e demais estruturas adjacentes.

Alatli-Kut et al (54), em 1994, tinham o objetivo de examinar, por microscopia
de luz e microscopia eletronica de varredura, os efeitos de uma unica injecao de 1-
hidroxietilideno-l, 1-bisfosfonato (HEBP) sobre o desenvolvimento da raiz de molares
de ratos. Nesse experimento, 40 ratos Sprague-Dawley de 15 dias de idade e,
aproximadamente, 30g, foram divididos em 4 grupos. Dois grupos receberam uma
Unica injecao subcutanea na dosagem de 0,1ml/10g de peso corporal de uma solucao
aquosa de HEBP. Os outros dois grupos de animais serviram como controles e foram
injetados com um volume igual de solucéo salina fisiolégica. No final dos periodos de
observacéo pré-definidos de 1, 2, 4, 10 e 15 dias, dois ratos de cada grupo foram
mortos por decapitacao e as estruturas, preparadas para analises em microscopia. Os
resultados mostraram que a inibicdo da mineralizacdo da dentina, bem como a falha
na formacdo do cemento acelular, podem ser induzidas por uma unica injecédo de
HEBP. Esse disturbio na formac¢do do cemento acelular pareceu estar relacionado as
perturbacdes de mineralizacdo da dentina radicular subjacente. A mineralizacdo da
dentina radicular foi reestabelecida 10 dias apos a inje¢cdo da HEBP. Por outro lado,
a formacdo de cemento nao foi restabelecida apds a recuperacdo da mineralizacao
inicial da dentina, sendo permanente. Além disso, 4 dias apds a injecdo de HEBP, a
superficie radicular mostrou formacdo de um cemento hiperplasico, semelhante ao
cemento celular de fibras mistas, com um acamulo mineral em sua superficie. Esse
cemento hiperplasico atipico continha fibras de colageno extrinsecas que
desempenhavam um papel na ancoragem da raiz, porém, os dentes cobertos por ele
foram muito mais facilmente extraidos do que os dentes controles. O mecanismo por
tras do desenvolvimento do cemento hiperplasico atipico pode ser um efeito seletivo

da HEBP em popula¢des de células especificas que invadem o periodonto ou pode
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ocorrer em resposta ao efeito inibitério da HEBP na mineralizacdo da dentina do
manto. As éreas de reabsorcao observadas no cemento hiperplasico atipico sugerem
gue este cemento é menos resistente a reabsorcdo do que o cemento acelular de
fibras extrinsecas normal.

No ano de 1996, para o estudo das alteracbes da superficie do cemento
induzidas pelo 1-hidroxietilideno-1, 1-bisfosfonato (HEBP) nos primeiros molares
maxilares de ratos, Alatli & Hammarstrom (55) utilizaram quatro grupos de ratos
Sprague-Dawley. Dois grupos de ratos receberam uma Unica injecdo de HEBP aos 12
dias de idade ou uma injecdo de HEBP diariamente aos 10, 11 e 12 dias de idade. Os
outros dois grupos serviram como controles e receberam uma Unica injecdo de
solucéo salina fisioldgica aos 12 dias de idade ou uma injecéo diaria aos 10, 11 e 12
dias de idade. Para cada injecao, foi utilizado o volume de 0,1 ml/g de peso corporal.
Dois ratos de cada grupo foram sacrificados apos cada periodo de observacao. Os
primeiros molares superiores de ambos os grupos, experimental e controle, foram
preparados para leitura em microscopia eletronica de varredura (MEV). Injecbes
simples ou triplas de HEBP inibiram a formacdo de cemento acelular de fibras
extrinsecas e retardaram a formacéo de cemento celular de fibras mistas. Aléem disso,
os resultados indicam a importancia do cemento acelular de fibras extrinseca como
barreira de protecdo contra a reabsorcao radicular e os diferentes mecanismos
subjacentes a formacdo das duas variedades de cemento. Os presentes resultados
mostram que o MEV € uma ferramenta valiosa no estudo dos detalhes da organizacéao
topografica do cemento normal e induzido por BF.

No estudo de Hiraga et al (13), publicado no ano de 2010, &cido zoledrénico foi
injetado em ratos de 7 e 14 dias de idade buscando determinar os efeitos desse BF
na formacéo dentaria. A analise radiografica dos dentes inferiores demonstrou que o
acido zoledronico inibia a erupcéo dos incisivos e molares e afetava sua formacao,
principalmente das raizes molares. O exame histolégico mostrou que, em animais
tratados com acido zoledrénico, o 0sso alveolar permaneceu sem reabsorcéo ao redor
das coroas dos dentes, o que prejudicou os ameloblastos e a matriz do esmalte,
levando a defeitos do esmalte. Além disso, a proliferacdo aleatéria de epitélio
odontogénico e mesénquima associados a estruturas dentarias primitivas, que se
assemelham a odontomas humanos, foi induzida na extremidade basal dos incisivos,
mas ndo ao redor dos molares. A anquilose dentaria no osso alveolar foi

ocasionalmente observada em molares. Esses resultados sugerem que a
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administracdo de BFs durante o desenvolvimento dentério tem o potencial de inibir a
erupcéo e formacéo dos dentes e induzir varios tipos de anormalidades dentarias, que
podem ser atribuidas as atividades osteoclasticas alteradas.

Nelson-Filho et al (56), no ano de 2012, avaliaram o efeito do uso sistémico do
alendronato sédico em ratos. Para isso, 45 ratos Wistar, com idade entre 36 e 42 dias,
pesando entre 200 e 230g, foram aleatoriamente distribuidos em um grupo controle
(n=20), que recebeu agua destilada, e um grupo experimental (n=25), que recebeu
duas doses semanais de 1mg/kg de alendronato de sédio quimicamente puro. Os
animais foram mortos apés 60 dias de tratamento. As tibias foram removidas para
andlise da densidade mineral 6ssea por densitometria radiologica de dupla energia
(DXA). Em seguida, os incisivos superiores foram extraidos para analise dos tecidos
dentarios mineralizados utilizando espectroscopia de fluorescéncia (FS), microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), microscopia de campo claro (BFM) e teste de
microdureza de seccao transversal (CSMH). O grupo experimental apresentou maior
densidade mineral 6ssea do que o grupo controle pela DXA. A andlise da FS revelou
a presenca de alendronato nos tecidos dentais mineralizados dos espécimes do grupo
experimental. Diferencas morfoldgicas significativas ndo foram encontradas por MEV
e BFM. O esmalte e a dentina (pontos a 100 e 300um de distancia da juncao dentino-
esmalte) ndo apresentaram diferenca significativa entre 0s grupos controle e
experimental. Com base nos resultados obtidos, foi concluido que, apesar de que o
alendronato aumentou a densidade mineral 6ssea e foi incorporado nos tecidos
dentarios mineralizados, ndo causou alteracdes significativas na morfologia e na
microdureza do esmalte e da dentina de incisivos de ratos.

Tendo em vista que a maioria dos estudos sobre os efeitos dos BFs nos dentes
foi realizada in vitro ou em modelos animais, Moraes et al (10), no ano de 2014,
tentaram descrever as alteracdes apresentadas por dentes humanos extraidos de
areas acometidas por MRONJ utilizando um desenho de estudo retrospectivo. Para
isso, 16 dentes de 13 pacientes foram extraidos de areas de MRONJ, descalcificados
e embebidos em parafina. Uma série de cortes de 5 ym foram preparados, corados
com hematoxilina e eosina e observados ao microscépio de luz. A maioria dos
pacientes era do sexo feminino (53,85%), com média de idade de 60,23 + 13,18 anos.
O zoledronato intravenoso foi o BF mais comumente utilizado (92,3%), com um
periodo médio de 2 anos. A alteracdo mais comum foi a hipercementose (formacgéo

de cemento atipico - 87,5%), seguida de necrose pulpar (81,25%), calcificacdes
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pulpares aderidas a dentina e calcificacfes soltas na cadmara pulpar e nos canais
radiculares, além de calcificacbes lineares (68,75%), formacdo de material
dentindide/ostedide (18,75%), anquilose dentéaria (6,25%) e um caso com obliteracao
total da camara pulpar. O achado de célculos pulpares, provavelmente originados da
dentina, pode indicar atividade de BFs nos odontoblastos. N&o foi possivel observar
diferencas nas alteracdes dentérias relacionadas ao tipo de BF utilizado, pois apenas
um paciente havia sido tratado com alendronato. Em relacdo ao tempo de uso dos
BFs, alteracfes dentéarias foram detectadas em pacientes que foram tratados por, pelo
menos, 1 ano. Assim, concluiu-se que os pacientes submetidos a terapia com BFs
podem apresentar diversas alteracdes dentarias, que devem ser acompanhadas de
perto pelos clinicos para prevenir complicacoes.

Rothbarth et al (57), no ano de 2014, investigaram os efeitos do alendronato
sobre os tecidos dentario e periodontal apos a luxacao lateral dos molares em
desenvolvimento. Para isso, 54 ratos Wistar com 21 dias de idade tiveram seus
segundos molares superiores direitos luxados lateralmente. Os segundos molares
esquerdos ndo foram luxados, sendo posteriormente usados como comparacao.
Adicionalmente, injecOes diarias de 2,5mg/kg* de alendronato comecaram no dia da
luxacdo nos 27 animais do grupo de tratamento; os 27 animais do grupo controle
receberam solucéo salina estéril. Os dentes foram analisados 7, 14 e 21 dias ap0s o
procedimento. Os maxilares foram fixados, descalcificados e embebidos em parafina
ou resina de Spurr. As seccdes de parafina foram coradas com eosina e hematoxilina,
incubadas para histoquimica TRAP ou imunomarcadas para osteopontina. Sec¢des
ultrafinas de Spurr foram examinadas em microscépio electrénico de transmissao.
Apoés 21 dias, os apices radiculares dos molares sem alendronato luxados estavam
abertos, desorganizados e cobertos por uma camada irregular de cemento celular, o
gue nao foi observado nos animais tratados com alendronato. Locais de anquilose
foram observados em ratos tratados com alendronato em dentes luxados e néo
luxados. Os osteoclastos positivos para TRAP foram mais numerosos no grupo
tratado com alendronato, apesar de sua aparéncia ultraestrutural latente sem a
presenca de aparato de reabsor¢cdo, em comparacdo com 0sS controles. A
imunomarcacéao de osteopontina revelou uma linha imunopositiva espessa na dentina
gue deve ser resultante do momento da luxagcéao, enquanto que as amostras tratadas
com alendronato ndo apresentaram alteracbes na dentina. Embora os BFs estejam

frequentemente relacionados ao aumento do risco de complica¢des, como a MRONJ,
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os resultados demonstraram que o tratamento com alendronato € capaz de atenuar
as graves alteracdes na formacdo de dentina e cemento observadas em dentes
luxados com raizes incompletas.

Em 2015, Yoo et al (58) avaliaram se o zoledronato poderia suprimir a
progressédo da reabsorcao radicular externa devido ao reimplante tardio em ratos
atraveés da inibicdo da atividade osteoclastica. Nesse estudo, foi estimada a dose ideal
de zoledronato no tratamento endoddntico em modelo animal para um efeito maximo
desse medicamento, avaliando, ainda, seu efeito a longo prazo. Para isso, 0s
primeiros molares maxilares de ratos Sprague Dawley (n=84) foram extraidos, secos
por 60 minutos e, entdo, reimplantados. Os ratos foram divididos em 6 grupos: 1 mM
de alendronato e 1, 5, 10, 20, 40 uM de zoledronato. Quatro e oito semanas apos a
implantagdo, os animais foram sacrificados e avaliados por meio de analise
radiografica e histologica. Ndo houve diferencas significativas em 4 semanas. No
entanto, em 8 semanas, os grupos tratados com 10, 20 e 40uM de zoledronato
apresentaram aumento da radiopacidade e menores lesdes periapicais em analise
radiografica. Na analise histoldgica, todos os grupos mostraram taxa de reabsorcao
radicular inflamatéria similar em 4 semanas. Entretanto, em 8 semanas, 20 e 40uM
de zoledronato apresentaram taxas menores que as de outros grupos (p<0,05). A
principal preocupacdo do reimplante dentario tardio € a prevencdo da reabsorcéo
radicular por substituicdo e a reducédo da inflamacédo, economizando tempo para o
tecido conjuntivo adjacente a raiz preencher e reparar o espaco do ligamento
periodontal. Em relacdo a reabsorcdo por substituicdo, ndo houve diferencas
estatisticamente significativas. Entretanto, o zoledronato foi capaz de limitar a
ocorréncia de reabsorcao radicular no modelo de reimplante tardio. Em particular, a
dose de 20uM de solucdo de zoledronato mostrou-se a mais eficaz no
acompanhamento a longo prazo e pode ser adequada para a inibicdo da reabsorcao
radicular no reimplante dentario tardio.

No ano de 2016, com o objetivo de avaliar os efeitos do uso sistémico de
alendronato de sodio sobre a resisténcia do esmalte e a permeabilidade de dentes de
ratos submetidos a desafios acidos, Nelson-Filho et al (59) utilizaram 36 dentes de 18
ratos Wistar, com idades entre 36 e 42 dias (200 a 230q). Esses dentes foram divididos
em um grupo alendronato (n=20), que recebeu duas doses semanais de 1mg/kg de

alendronato, e um grupo néo-alendronato (n=16), que recebeu apenas agua destilada.
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Apos 60 dias, os animais foram mortos. Os incisivos superiores foram extraidos e
utilizados para a inducéo artificial de lesao de carie (regime de ciclagem de pH) e de
area de erosdo (ciclos de imersdo em refrigerante tipo cola) e para o teste de
permeabilidade do esmalte (penetracdo do corante). Os dentes foram subdivididos em
grupo alendronato (n=10) ou grupo nao-alendronato (n=8) para cada teste. As
varidveis de resposta quantitativa foram a variacdo longitudinal percentual na
microdureza Knoop (%LMC), a area de leséo de céarie/erosdo do esmalte (CELA) e a
permeabilidade do esmalte. Os grupos ndo foram significativamente diferentes
(p>0,05) em relacdo a microdureza Knoop e a permeabilidade do esmalte. Para o
CELA, nao foi observada diferenca significativa (p>0,05) entre o grupo nao-
alendronato e o grupo alendronato. Com base nos resultados apresentados, o
alendronato de sédio nédo afetou a microdureza longitudinal, a area de lesdo por
desmineralizacdo ou a permeabilidade do esmalte apos desafio acido e, portanto, o
alendronato nao transformou o esmalte de ratos em um tipo mais resistente aos
desafios acidos.

Com o objetivo de avaliar os efeitos do alendronato em osteoblastos primarios
humanos, em 2016, Kruger et al (1) incubaram osteoblastos juntamente com
diferentes concentracdes da medicacao (5, 20 e 100IM), colhendo-as apés 1, 3, 7 ou
14 dias. A proliferacdo foi avaliada por incorporacdo de 3H-timidina e por ensaio
colorimétrico tetrazélio (MTT). A viabilidade foi avaliada pela atividade da lactato
desidrogenase (LDH) no meio. A diferenciacdo foi avaliada usando ensaios multiplex
de proteina Luminex e por RT-PCR. O alendronato néo teve efeitos significativos na
viabilidade celular. As concentracfes mais baixas aumentaram a proliferacao,
enquanto 100IM diminuiram a proliferacdo. Além disso, o alendronato aumentou a
secrecdo de fatores imunoldgicos de osteoblastos humanos, o qual, combinado com
uma menor taxa de proliferacdo e um declinio na diferenciacdo, pode causar
alteracoes locais indesejaveis no 0sso.

Najeeb et al (60), em sua revisdo sistematica publicada em 2017, analisaram e
resumiram a literatura sobre o uso de BFs na prevencédo da reabsorcao radicular de
dentes avulsionados. Os autores apresentaram varios estudos em animais, 0s quais
sugeriam efeitos anti-reabsortivos dos BFs quando aplicados em casos de avulsdes
dentarias. No entanto, outros estudos relataram resultados piores ou nulos no
tratamento de dentes avulsionados. Observou-se que os BFs, quando revestidos em

implantes dentarios, diminuem a perda 6ssea marginal e aumentam o contato 0sso-
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implante. Além disso, a aplicagdo local de BFs resultou em melhora da cicatrizacéo
periodontal clinica quando usada como adjuvante da raspagem e alisamento
radicular. Os BFs também foram combinados com esponjas de colageno para a
regeneracdo da crista alveolar pdés-extracdo. Foi constatado que a aplicacao
superficial de BF pode inibir a reabsorcao 6ssea ao impedir a proliferacéo e a atividade
dos osteoclastos, desencadeando sua apoptose. Além disso, os BFs também podem
estimular a producdo de osteoblastos, levando a formacdo 6ssea aumentada. No
entanto, o uso clinico de BFs na préatica odontolégica tem sido limitado devido aos
seus efeitos colaterais. Embora o tratamento de superficie tenha apresentado
resultados favoraveis, o uso intracanal resultou em desfechos ruins ou insignificantes.
Portanto, mais estudos sdo necessarios para averiguar a eficacia dos BFs antes que
eles sejam usados como medicamentos intracanal.

No ano de 2017, para testar a hipotese de que o tratamento com BFs
intravenosos (V) espessam ou alteram a micromorfologia do cemento e do ligamento
periodontal em pacientes com cancer, Paglioni et al (61) extrairam trinta e dois dentes
de 24 pacientes com cancer e separaram em grupos de teste (pacientes que foram
submetidos a terapia com BFs IV, n=16) e controle (pacientes que nunca receberam
terapia com BF, n=16). A espessura do cemento foi medida em 3 areas diferentes da
raiz dentaria por microscopia de luz polarizada. O ligamento periodontal foi avaliado
por microscopia Otica e pela expressdo imuno-histoquimica da periostina. Nenhuma
diferenca significativa foi detectada na espessura do cemento entre 0S grupos.
Adicionalmente, o numero de fibroblastos no ligamento periodontal, as linhas
incrementais de cemento e o0s padrdes imuno-histoquimicos da expressdo de
periostina no ligamento periodontal ndo diferiram entre os grupos. Assim, concluiu-se
gue terapia com a BFs IV ndo aumenta a espessura do cemento nem altera a
micromorfologia do ligamento periodontal.

Vermeer et al (62) investigaram, em 2017, se a exposi¢cdo a BF in vivo gera
diferentes efeitos nos osteoclastos de 0ssos longos e nos osteoclastos de maxilares,
avaliando, ainda, a rotatividade desses diferentes ossos. Para isso, durante 6 meses,
0,5 mg/kg*de &cido zoledronico foi administrado semanalmente por via intraperitoneal
a camundongos fémeas com 3 meses de idade. Os efeitos no nimero de osteoclastos,
mineralizacdo Ossea e formagdo 6ssea foram medidos nos 0ssos longos e na
mandibula. Foi constatado que tratamento prolongado com acido zoledrdnico reduziu

0 nimero de células da medula 6ssea da mandibula, sem afetar o nUmero de células
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da medula de ossos longos. Além disso, o tratamento com acido zoledrénico néo
afetou o niumero de osteoclastos in vivo. No entanto, o BF aumentou o volume 6sseo
e a densidade mineral do osso longo e da mandibula. Curiosamente, 6 meses de
tratamento suprimiram a formacéo éssea nos 0ssos longos, sem afetar a mandibula.
Inesperadamente, foi mostrado que os BFs podem causar reabsorcéo radicular em
molares, mediada por osteoclastos ativos. Assim, os resultados demonstraram que 0s

BFs podem estimular a atividade dos osteoclastos nas raizes molares.
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3 METODOLOGIA

O presente ensaio laboratorial em modelo animal foi realizado
concomitantemente com o estudo de Pires (29), aprovado pela Comissédo de Etica de
Uso Animal da Universidade de Brasilia (CEUA-UNB), sob o Protocolo de namero
34/2017 (Anexo A). Para avaliar a acdo da ozonioterapia sistémica em MRONJ
induzida por BF, o autor extraiu os primeiros molares inferiores esquerdos dos
murinos, 0s quais foram utilizados para a andlise dos aspectos morfolégicos

radiculares dessas estruturas pelo presente estudo.

3.1 DESCRICAO, OBTENCAO E MANUTENCAO DAS AMOSTRAS

Para composicdo da amostra, foram utilizadas 44 cobaias, Rattus norvergicus
albinus (Wistar), machos, com aproximadamente 60 dias de vida e 240g de massa
corpérea média, adquiridos no Biotério Central da Universidade Federal de Goias e,
durante o estudo, acomodados no Biotério de Cirurgia Experimental da Faculdade de
Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia. Os animais foram recebidos doze dias
antes do inicio do experimento, periodo que foi usado para climatizacdo da amostra.

No DO, os animais foram recebidos e distribuidos, de forma aleatéria simples,
em 4 grupos, cada um com 11 cobaias. Foram, entdo, armazenados em caixas de
polipropileno com tampa zincada e forramento com serragem, com acesso a racao e
agua ad libitum, mantidos em ciclos sucessivos claro/escuro de 12h e em temperatura
média de 23°% 2°C.

3.2 DISTRIBUICAO DOS GRUPOS

Os 44 ratos foram distribuidos, de forma aleatéria simples, em dois grupos com
22 animais cada: Grupo Z, o qual recebeu tratamento com bisfosfonato, e Grupo C,
0 grupo controle. Cada grupo foi, entdo, subdividido em dois subgrupos com 11
animais cada: Grupo OZ, o qual recebeu ozonioterapia, e Grupo ST, o qual nao

recebeu tratamento, conforme a tabela 1.
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3.3 OZONIOTERAPIA

O presente projeto € ramificacdo de outro, o qual avaliou a acdo de
ozonioterapia sistémica em osteonecrose induzida por bisfosfonato em modelo animal
experimental (29). Nesse estudo, como fator traumatico desencadeador da
osteonecrose, foram extraidos o primeiro molar inferior esquerdo de todos os animais,
dentes os quais foram usados na presente pesquisa para avaliacao radicular.

ApoOs o periodo de climatizacdo no biotério, foi iniciada a ozonioterapia,
avaliando sua possivel ac¢do através do condicionamento oxidativo. Dessa forma, a
terapia foi administrada previamente ao surgimento da MRONJ e durante o provavel
desenvolvimento dessa condicao.

No D12, os animais dos Grupos ZOZ e COZ passaram a receber mistura
gasosa de oxigénio/ozbnio (02/03), via insuflacdo retal, conforme metodologia
utilizada por Fernandez et al (63), na concentracédo de 20ug/ml e 5ml de volume, duas
vezes por semana, durante nove semanas.

A administracdo do gas iniciou-se na semana anterior ao inicio da
administracao de bisfosfonato ou soro fisioldgico, mantendo-se, assim, a aplicacao de
ambos de forma concomitante durante 8 semanas.

A mistura gasosa de O2/03 foi obtida por meio de gerador de O3 medicinal
(Philozon, MedPlus/Registro na Anvisa: 80472910001), sendo produzida a partir de
oxigénio medicinal (99,5% de pureza), com pressao de entrada estabilizada (Figura
5).

Por intermédio de seringa plastica Luer siliconizada, 5ml da mistura gasosa
eram colhidos e administrados por insuflacdo retal. Para administracéo, foi utilizada
canula de aspiracdo de silicone e auxilio de gel lubrificante, inserindo-se

aproximadamente 4cm material no reto do animal (Figura 6).

Tabela 1 - Distribuicdo dos grupos

Bisfosfonato Z (22) Controle C (22)

Sem tratamento ST (22)

‘ ZST-11ratos  CST - 11 ratos
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Figura 5 — Gerador de O3 medicinal e cilindro Figura 6 — Ozonioterapia por insuflacéo retal
de oxigénio medicinal

3.4 TERAPIA COM BISFOSFONATO

Iniciando no D21, os animais dos Grupos ZOZ e ZST passaram a ser
submetidos a terapia com bisfosfonato (ZOMETA® 4mg/100ml, Novartis), via injecao
intraperitoneal, na dose de 66ug/kg de massa corpérea do animal, conforme
metodologia utilizada por Vidal-Gutiérrez et al (30), uma vez por semana, por 8
semanas. Ja os Grupos COZ e CST receberam injecdo de soro fisiolégico, via
intraperitoneal, uma vez por semana, por 8 semanas, com dosagem que seguiu 0

mesmo calculo aplicado ao bisfosfonato (Quadros 1 e 2).

3.5 EXODONTIAS

No D42, coincidindo com a quarta semana de terapia medicamentosa, foram
extraidos os primeiros molares inferiores esquerdos de todos os animais. Esse
protocolo foi adotado e adaptado de Zandi et al (64).

A sedacao foi realizada com Quetamina 10%, dosagem de 75mg/kg de massa
corpoérea do animal, e a anestesia, com Xilazina 2%, dosagem de 10mg/kg de massa
corpérea do animal, ambas aplicadas via intraperitoneal (Quadro 3).

Apbs os procedimentos de sedagéo e anestesia, a cobaia foi posicionada sob
decubito dorsal na mesa operatéria, imobilizando seus membros superiores e
inferiores com fita adesiva. Para manutencado transoperatoria da abertura bucal, fios
ortodénticos de aco foram adaptados nos incisivos superiores e inferiores, sendo
tracionados em dire¢cbes opostas e aderidos a mesa operatoria com fita adesiva. Com
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ajuda de um auxiliar, a lingua foi afastada com fio de sutura de nylon 4-0, o qual
resvalava de um lado ao outro da estrutura, permitindo, assim, seu tracionamento.

Dois operadores calibrados executaram as exodontias. Foi utilizada clorexidina
4% nao alcoolica para antissepsia extra oral e, para antissepsia intraoral, clorexidina
0,12% néo alcodlica. O dente foi luxado com movimentos mésio-distal e oclusal,
utilizando o instrumento Hollemback 3S ou cureta de Molt, e removido do alvéolo com
pinca hemostatica, seguido por inspec¢éo visual do dente, do alvéolo e das demais
estruturas adjacentes. Feita sutura simples do tecido mole com fio de sutura
reabsorvivel de Poligalactina 4-0. Eventos cirargicos como fratura dentéaria e outras
dificuldades operatérias foram registrados. N&o foi aplicado cegamento aos
operadores.

Os dentes extraidos foram higienizados com gaze embebida em soro fisioldgico
para remocao dos excessos dos remanescentes organicos das superficies dentarias.
Em seguida, foram armazenados em microtubos eppendorf identificados para
posterior andlise.

Imediatamente apds as extracdes, foi administrada Dipirona Sodica 500mg na
dosagem de 300mg/kg de massa corpérea do animal, via subdérmica, repetindo-se a
dose 6h apds o procedimento cirurgico. A cobaia era, entdo, levada para repouso e
mantida sob observacao até o fim do efeito da sedacédo. Nos dois dias seguintes as
exodontias, manteve-se a administracdo do analgésico, aplicando duas vezes ao dia,
em cada cobaia, a mesma dosagem anteriormente descrita.

Os procedimentos para realizar as exodontias e medica¢cdes estao ilustrados

na figura 7.
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Figura 7 — Procedimentos para realizagdo das exodontias e medicagfes. A: Anestesia; B: Fixacédo do
animal a mesa operatéria e manutencdo da abertura bucal; C: Antissepsia extraoral; D: Antissepsia
intraoral; E: Descolamento de tecidos moles; F: Luxacgédo dentéria; G: Remocéo do dente do alvéolo; H:
Sutura finalizada; I: Molar extraido; J: Administracao do analgésico
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3.6 EXAMES FiSICOS E EUTANASIA

Exames fisicos periédicos foram realizados nos animais, a fim de observar
eventuais sinais clinicos de osteonecrose dos maxilares, como fistulas extra orais,
sinais de perda de peso, alteracdes de comportamento e de estado geral, mudanca
da coloragcéo de mucosas e perda de pelos.

Na 82 semana apoés as exodontias, coincidindo com a 42 semana apos a ultima
administracdo do BF, todos os animais foram submetidos a eutandsia por hipoxia em
camara de gas carbénico. Esse procedimento foi realizado no Laboratério de Cirurgia
Experimental da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia. As cabecas
foram guilhotinadas e as mandibulas, dissecadas, viabilizando a realizagéo de outro
estudo, o qual teve o objetivo de avaliar a agcdo da ozonioterapia sistémica, por analise

clinica e histopatologica, em ratos submetidos a indugédo de MRONJ (29).

3.7 PERDAS

O estudo teve a perda de 7 amostras. Cinco animais eram fémeas, sendo 4 do
grupo ZST e 1 do grupo CST, e foram excluidas na fase pré-operatéria por risco de
procriacdo, caso mantidas no mesmo ambiente dos machos. O sexto animal,
pertencente ao grupo ZOZ, foi perdido por possivel infeccdo do sistema auditivo e/ou
neurolégico, causando desorientacéo da cobaia. Além disso, um dente do grupo COZ

fraturou durante a exodontia, de modo a nao ser possivel aproveita-lo.

3.8 PROCESSAMENTO E ANALISE EM MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA

Apés as exodontias, os dentes foram levados ao Laboratério de Microscopia e
Microandlise (LMM) do Instituto de Ciéncias Biologicas (IB) da Universidade de
Brasilia (UnB) para preparo e posterior leitura em microscopia eletrénica de varredura.

O numero de dentes obtidos, de acordo com o grupo de origem, esta descrito
na tabela 2.

A grande maioria dos dentes extraidos continham fragmentos 0sseos
fortemente aderidos as superficies radiculares, 0os quais ndo puderam ser removidos
por risco de fratura da raiz associada. Dessa forma, optou-se por realizar a leitura da

face (vestibular/lingual) com maior &rea de exposic¢ao radicular.
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Tabela 2 — NUmero de dentes obtidos

Z0Z ZST COoz CST

N‘lo 7 9 10

Apo6s completa secagem, cada dente foi posicionado em um suporte metalico
(stub) com a face dentaria eleita (vestibular/lingual) voltada para cima, sendo fixado
ao suporte com fita de carbono dupla face. O processamento das amostras consistiu
em metalizagcdo da superficie dentaria utilizando um sistema de deposicéo de filme a
alto vacuo (Leica, EM SCD 500), o qual recobriu a superficie exposta com 10nm de
ions metalicos de ouro (Au).

O recobrimento metalico utilizado por esse procedimento visa tornar as
amostras condutoras devido a necessidade de interacdo do feixe eletrénico com a
amostra. As camadas depositadas podem melhorar o nivel de emissdo de elétrons,
pois emitem mais elétrons que o material da amostra, facilitando a construcdo de
imagens com boa resolu¢cdo no microscépio. O sinal da imagem sera resultado da
interacdo do feixe incidente com a superficie da amostra. Entretanto, € preciso um
controle da espessura depositada, a fim de evitar artefatos na imagem que possam
mascarar a superficie real da amostra (65).

Aplicando-se a técnica dessa forma, apenas as estruturas mineralizadas sao
passiveis de observacao em microscopia eletrénica de varredura.

Apés a metalizacdo, as amostras foram levadas para analise no microscépio
eletrébnico de varredura (Jeol, JSM-7001F). Grupos de cerca de 5 a 6 stubs foram
inseridos na camara de amostras por vez. Apos a obtencédo do vacuo apropriado na
camara (5,8 E* Pascal), a superficie radicular de cada dente foi analisada em busca
de possiveis alteracdes. Para todas as amostras, foram geradas imagens com 0s
aumentos de 15, 85 e 200 vezes, possibilitando, respectivamente, visualizacdo geral
de coroa e raizes presentes, ampliacdo para analise da superficie radicular e maior
ampliacdo para andlise da mesma estrutura. Todas as analises foram realizadas pelo
mesmo operador, sem cegamento. A figura 8 esquematiza a linha do tempo da

pesquisa.
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4 RESULTADOS

Em geral, os animais do estudo toleraram bem o procedimento, mostrando
hemostasia adequada e recuperacao rapida apos as exodontias. Nenhuma leséo
associada foi observada apds a anestesia, porém, duas mortes ocorreram por
complicacdes pos-operatorias.

Os principais eventos adversos durante o procedimento cirdrgico foram as
fraturas dentarias. Em todos os grupos ocorreram fraturas radiculares, ora com
comprometimento apenas de extremidade apical, ora com envolvimento total de uma
ou mais raizes. Adicionalmente, um dente do grupo COZ fraturou totalmente durante
a exodontia, de modo a néo ser possivel aproveita-lo. Além disso, ocorreram fraturas
da lamina alveolar, permanecendo essa, ou ndo, aderida ao dente, e dentes extraidos
com osso interradicular, eventos que dificultaram a visualizagéo e analise radicular no
MEV. As figuras 9, 10, 11 e 12 apresentam uma visao corono-radicular dos primeiros
molares inferiores esquerdos obtidos dos grupos ZOZ, ZST, COZ e CST,
respectivamente.

O cemento presente nas por¢cdes mais proximas do apice radicular de todos os
grupos apresentou uma estrutura mais rugosa e volumosa, quando comparado ao
cemento que recobre as regibes média e cervical (corpo) radiculares. As figuras 13,
14, 15 e 16 apresentam as por¢des mais proximas do apice radicular dos grupos ZOZ,
ZST, COZ e CST, respectivamente. Do mesmo modo, as figuras 17, 18, 19 e 20
apresentam as regifes de corpo radiculares dos grupos ZOZ, ZST, COZ e CST,
respectivamente. Para a composicao das imagens, foram eleitos um apice e um corpo
radicular de cada dente, tendo como critérios de eleicdo a maior preservacao
estrutural e melhor visibilidade.

Durante a analise, foram identificadas reabsorcGes rasas na superficie do
cemento nos grupos ZST, COZ e CST, ocorrendo, predominantemente, no tergo
cervical radicular, préximo a juncdo cemento-esmalte (Figura 21).

As imagens em MEV demonstraram, ainda, regides craqueladas nas
superficies radiculares de todos os grupos, predominantemente em areas de furca e
corpo radicular. Essas alteragbes estavam presentes em diferentes comprimentos e

profundidades. As figuras 22, 23 e 24 apresentam 0s craquelamentos dos grupos
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tratados com bisfosfonatos (ZOZ e ZST), controle com ozonioterapia (COZ) e controle
puro (CST), respectivamente.

Maiores detalhes da topografia radicular dos primeiros molares inferiores
esquerdos extraidos das cobaias dos grupos ZOZ, ZST, COZ e CST, em diferentes
aumentos e de variadas regides podem ser visualizados nas figuras 25, 26, 27 e 28,

respectivamente, presentes nos anexos.
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Figura 9 — Visao corono-radicular em MEV dos primeiros molares inferiores esquerdos extraidos do
grupo ZOZ. Animal doador identificado pela numeragdo presente no canto superior esquerdo de cada
imagem. Aumento: 15X
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Figura 10 — Visdo corono-radicular em MEV dos primeiros molares inferiores esquerdos extraidos do
grupo ZST. Animal doador identificado pela numeracéo presente no canto superior esquerdo de cada

imagem. Aumento: 15X
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Figura 11 — Viséo corono-radicular em MEV dos primeiros molares inferiores esquerdos extraidos do
grupo COZ. Animal doador identificado pela numeragao presente no canto superior esquerdo de cada
imagem. Aumento: 15X
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Figura 12 — Visdo corono-radicular em MEV dos primeiros molares inferiores esquerdos extraidos do
grupo CST. Animal doador identificado pela numeragéo presente no canto superior esquerdo de cada
imagem. Aumento: 15X
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Figura 13 — Apices radiculares dos primeiros molares inferiores esquerdos extraidos do grupo ZOZ.
Animal doador identificado pela numeracédo presente no canto superior esquerdo de cada imagem.
Aumento: 85X
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Figura 14 — Apices radiculares dos primeiros molares inferiores esquerdos extraidos do grupo ZST.
Animal doador identificado pela numeracédo presente no canto superior esquerdo de cada imagem.

Aumentos: 1-9=85X; 11=200X
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Figura 15 — Apices radiculares dos primeiros molares inferiores esquerdos extraidos do grupo COZ.
Animal doador identificado pela numeracédo presente no canto superior esquerdo de cada imagem.
Aumento: 85X
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Figura 16 — Apices radiculares dos primeiros molares inferiores esquerdos extraidos do grupo CST.
Animal doador identificado pela numeracédo presente no canto superior esquerdo de cada imagem.
Aumento: 85X
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Figura 17 — Corpos radiculares dos primeiros molares inferiores esquerdos extraidos do grupo ZOZ.
Animal doador identificado pela numeracédo presente no canto superior esquerdo de cada imagem.
Aumentos: A, B, C, | e J=85X; D=170X; E e G=200X; F e H=850X
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Figura 18 — Corpos radiculares dos primeiros molares inferiores esquerdos extraidos do grupo ZST.
Animal doador identificado pela numeracédo presente no canto superior esquerdo de cada imagem.
Aumento: 85X
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Figura 19 — Corpos radiculares dos primeiros molares inferiores esquerdos extraidos do grupo COZ.
Animal doador identificado pela numeracédo presente no canto superior esquerdo de cada imagem.
Aumento: 85X
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Figura 20 — Corpos radiculares dos primeiros molares inferiores esquerdos extraidos do grupo CST.
Animal doador identificado pela numeracédo presente no canto superior esquerdo de cada imagem.
Aumento: 85X
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Figura 21 — Perdas estruturais compativeis com reabsor¢des dentarias na superficie do cemento nos
grupos ZST, COZ e CST, respectivamente. A: Grupo ZST; setas indicam reabsorc¢des superficiais de
bordos irregulares adjacentes a uma trinca radicular longitudinal, provocada, provavelmente, por forgcas
de luxacéo durante a exodontia. B: Grupo COZ; setas indicam reabsor¢des de bordos irregulares ainda
mais rasas. C. Grupo CST; setas indicam reabsor¢fes de bordos irregulares adjacentes a jungdo
cemento-esmalte. D: Grupo CST; imagem C em maior aumento. Animal doador identificado pela
numeracdo presente no canto superior esquerdo de cada imagem. Imagens obtidas em MEV.
Aumentos: A=200X, B e C=85X e D=600X
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Figura 22 — Regides craqueladas nas superficies radiculares em areas de furca e corpo radicular nos
grupos tratados com bisfosfonatos. Imagens A (200X), B (85X) e C (200X) representam o grupo ZOZ
e as imagens D (85X), E (85X), F (200X), G (200X) e H (850X), o grupo ZST
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Figura 23 — Regides craqueladas nas superficies radiculares em &reas de furca e corpo radicular no
grupo COZ. Aumentos: A, B, D, E e G=85X; C e F=200X
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Figura 24 — Regides craqueladas nas superficies radiculares em areas de furca e corpo radicular no
grupo CST. Aumentos: A, B, C, D, E, F e G=85X e H=95X
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, foram observados, em microscopia eletronica de
varredura, os aspectos topograficos das raizes de dentes de ratos Wistar tratados com
altas doses de bisfosfonatos. Durante essas analises, assim como relatado no
trabalho de Vermeer et al (62), foram identificadas reabsor¢des rasas na superficie do
cemento nos grupos ZST, COZ e CST, ocorrendo, predominantemente, no tergo
cervical radicular, proximo a jun¢do cemento-esmalte.

A presenca de reabsorcdes rasas na superficie radicular de dentes do grupo
ZST é um achado inesperado e surpreendente, jA que os BFs sdo usados como
tratamento para inibir a atividade dos osteoclastos e o efeito estimulante do BFs sobre
os osteoclastos foi, até 0 momento, pouco relatado.

Uma explicagédo para esse fen6meno pode ser semelhante ao mecanismo de
inducao da atividade osteoclastica durante o movimento dentéario ortodéntico. A carga
mecanica estimula a reabsorcédo 0ssea na direcdo da carga (66). Além disso, sob
forcas compressivas, os fibroblastos do ligamento periodontal induzem a
osteoclastogénese (67). Especula-se que, por carga mecanica, 0s osteoclastos se
acumulem na raiz apos o tratamento com BF. O aumento do volume 0sseo apoés o
tratamento com BFs pode induzir uma carga mecanica, a qual é transmitida atraves
do ligamento periodontal e, subsequentemente, induz a reabsorcéo radicular para dar
espaco ao 0sso recém-formado. Sob condicdes estaticas, 0 espaco ligamentar
periodontal seria afetado apenas levemente (62). Porém, apés o movimento
ortoddntico, o espaco do ligamento periodontal desaparece quase completamente no
local de pressdo onde a reabsorcéo radicular estava ocorrendo (66).

Hiraga et al (13) relatou a ocorréncia de reabsor¢do dentinaria odontoclastica
em alguns ratos tratados com inje¢des Unicas ou semanais de BFs. Curiosamente, o
mesmo efeito ndo foi observado em animais tratados com inje¢c@es diarias. Embora o
mecanismo pelo qual a reabsor¢éo clastica dentaria tenha sido induzida permaneca
desconhecido, o autor especulou que a perda do epitélio do esmalte, que
normalmente cobre a superficie vestibular dos incisivos, possa desencadear a
reabsorcdo da matriz dentaria exposta dos incisivos ndo irrompidos.

Contrariamente, estudos anteriores sobre o efeito dos BFs durante o

tratamento ortodéntico relataram um efeito inibidor desse medicamento na reabsorgéo
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radicular durante o movimento dentario ortoddntico (66). No entanto, em regime de
tratamento com zoledronato aplicado sem forcas externas, pelo menos 9 a 15% dos
osteoclastos radiculares permanecem ativos (62).

Portanto, no modelo de movimento dentario ortodontico, os osteoclastos
radiculares podem ser mais expostos ao BF do que os osteoclastos do modelo
estatico devido a sua proximidade com o osso alveolar contendo BF. Isso pode
explicar por que a reabsorcao radicular no modelo de movimento ortodontico foi inibida
pelos BFs, enquanto os BFs estimularam a reabsorcao radicular no modelo estatico.
Possivelmente, aqueles osteoclastos associados a raizes de molares foram menos
expostos a BFs, uma vez que pouco BF se acumula no cemento radicular (68). Assim,
embora os BFs possam suprimir a reabsorcéo radicular induzida pelo movimento
dentario, a reabsorcéo radicular na presenca de BFs em animais que ndo foram
submetidos ao movimento dentario € ainda maior que aquela medida em
camundongos do grupo controle (66).

Tomados em conjunto, esses resultados mostram que, sob a influéncia dos
BFs, os osteoclastos estéo associados ao cemento dentario e reabsorvem ativamente.
Além disso, os BFs afetam diferencialmente a reabsorcdo das raizes de dentes
molares sob condi¢des estaticas e carregadas mecanicamente (62).

Tendo em vista que os grupos COZ e CST ndo foram submetidos ao tratamento
com BF, as reabsorc¢6es superficiais identificadas no cemento desses grupos devem
ser explicadas a luz da etiopatogenia tradicional das reabsor¢des cervicais externas.

As reabsorcdes cervicais externas geralmente apresentam seus primeiros
focos na regido cervical do dente afetado e, inicialmente, envolvem apenas o
ligamento periodontal, cemento e dentina (69). Para que as reabsorcfes cervicais
externas ocorram e se propaguem, supde-se que haja danos ao ligamento periodontal
e ao cemento e, adicionalmente, um fator estimulante que induza e mantenha a
atividade das células clasticas. Histéria prévia de traumatismo dentario ou tratamento
ortodéntico sdo os fatores mais comumente associados as reabsorcdes cervicais
externas (70).

Os animais, no presente estudo, ndo foram submetidos a estimulos que
pudessem provocar traumas dentarios, pois recebiam dieta de textura macia (racao
pararoedores), e ndo receberam tratamento ortodéntico. No entanto, a literatura sobre
histopatologia e diagndstico das reabsor¢cdes cervicais externas é limitada e, por esse

motivo, a etiologia das reabsor¢des permanece pouco compreendida, podendo haver
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fatores etioldgicos que ainda ndo foram identificados (71). Assim, sd0 necessarias
novas pesquisas para que seja confirmada a relacdo de causa e efeito desses fatores
etiologicos sugeridos.

Em apoio aos achados de Nelson-Filho et al (56) e Paglioni et al (61), os quais
defenderam que a exposicédo aos BFs néo causa altera¢des estruturais nos tecidos
mineralizados e ndo leva a mudancas na micromorfologia do cemento e do ligamento
periodontal, o grupo ZOZ ndo apresentou reabsor¢des nas superficies radiculares dos
dentes molares de ratos.

De acordo com Martins-Ortiz (19), os ions minerais e outros componentes dos
tecidos dentarios duros, uma vez incorporados na estrutura dentaria ndo mais séao
removidos naturalmente, pois os dentes, ao contrario dos 0ssos, nao atuam como
reservatério mineral ou protéico no organismo humano. A remogao dos componentes
ocorre apenas em condigdes patolégicas, no processo de reabsorgdo dentaria.
Durante os estados osteopénicos e osteoporéticos ndo ha envolvimento das
superficies radiculares, pois estao protegidas pela camada cementoblastica.

Adicionalmente, Consolaro (72) afirmou que a remodelagao 6ssea nao envolve
os dentes, apesar de estar ocorrendo a apenas 250um de distancia da superficie
cementaria, aproximadamente. Isso porque, na superficie radicular, o0s
cementoblastos nao apresentam receptores para os mediadores quimicos promotores
do turnover ésseo.

Ja foi relatado que o alendronato, utilizado tanto como medicacéo topica quanto
intracanal, melhorou a cicatrizacdo em dentes avulsionados, apresentando efeitos
antirreabsortivos através da estimulacao indireta dos osteoblastos e da diminuicdo da
atividade dos osteoclastos. No entanto, nao inibiu a reabsorcdo de substituicdo de
raizes reimplantadas (73). De acordo com estudos prévios, isso poderia ser causado,
em parte, pelas altas concentracdes de alendronato utilizadas, que sdo citotoxicas
para as células periodontais (74-76).

Como anteriormente relatado e discutido, grupo COZ apresentou reabsorcdes
nas superficies radiculares dos dentes molares de ratos. Porém, o grupo ZOZ néo
apresentou essas mesmas alteracfes. Nao foram localizados, na literatura, trabalhos
gue apontem a correlagcdo entre o uso da ozonioterapia e um efeito protetor ou
causador de reabsor¢cdes nas superficies radiculares ou quaisquer outras alteracdes
dentarias. Isso reforca a necessidade de novos estudos, os quais poderdo validar a

suspeita de que a terapia com ozénio ndo afeta as estruturas dentérias.
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As imagens em MEV do presente estudo demonstraram, ainda, regides de
micro fraturas, ou trincas, em diferentes comprimentos e profundidades nas
superficies radiculares de todos os grupos. Para facilitar a descricdo, tais regides
foram chamadas de “craqueladas”. Essas alteragbes foram visualizadas
predominantemente em areas de furca e corpo radicular de dentes molares de ratos.

No ano de 2010, o estudo de Hoefert et al (16), através de microscopia
eletrbnica de varredura, mostrou um alto nimero de microfissuras em amostras
Osseas de pacientes com MRONJ. Esses dados contrastaram com amostras de 0Ssos
de pacientes que apenas estavam sob medicacdo com BFs, as quais apresentaram
menos fraturas. Esses defeitos foram descritos como microcracks, apresentando um
aspecto semelhante ao visto na superficie radicular de alguns dentes do presente
estudo.

Entretanto, os craquelados aqui apresentados tiveram sua causa atribuida as
forcas de luxacdo aplicadas durante a exodontia, as quais promoveram pequenas
rupturas estruturais nas superficies radiculares, dissipando-se nessa conformacao
especifica.

As fraturas radiculares parciais ou totais da |lamina alveolar e do osso inter-
radicular, outros resultados ja relatados no presente estudo, ocorreram,
provavelmente, pelas forcas de luxacdo aplicadas sobre os dentes durante as
exodontias. H& poucos relatos na literatura que sustentem a correlacédo entre o uso
de BF e uma possivel alteracdo das estruturas de dentina e cemento ou fusdo das
raizes ao 0sso (10,13,57), as quais poderiam acarretar em uma fragilizacdo das raizes
e/ou dificuldade de sua remocéo do alvéolo. Essas alteracdes seriam justificativas
alternativas para ocorréncia das fraturas identificadas. Uma outra alternativa seria a
anatomia complexa das raizes de dentes de ratos (77), a qual dificulta ainda mais a
remocao da estrutura radicular higida do interior do alvéolo.

Uma grande variedade de condi¢cdes e drogas pode perturbar a formacéo
normal e a mineralizacédo dos dentes. Tratando-se dos efeitos dos BFs administrados
sistemicamente sobre tecidos dentarios mineralizados, a literatura relatou dados
conflitantes, provavelmente devido a diferencas na metodologia empregada, como
dose e via de administracao (54,61,78,79).

Moraes et al (10) demonstraram que o tratamento com BF pode estar associado

a alteracdes dentéarias, como a anquilose, com fusdo de cemento e dentina ao 0Sso
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alveolar, e a formacdo de cemento atipico na superficie radicular apical
(hipercementose), o qual é composto por cemento celular e acelular.

Em apoio as esses achados, Hiraga et al (13) constataram a fusdo de molares
ao 0sso alveolar, a chamada anquilose, em animais tratados com BF. Em seu estudo,
gue avaliava os efeitos da administracdo de BF durante a odontogénese na formacgao
e erupcdo dentaria em ratos, foi constatado que o tratamento com BFs durante a
odontogénese tem o potencial de inibir a erupcéo, prejudicar a formacao dentaria e
induzir varios tipos de anormalidades nos dentes. Estes resultados sugerem que a
anquilose observada em animais tratados com BF € provavelmente induzida em
associacdo com a impactacdo dentaria. Em contraste, relatos prévios mostraram que
0 pré-tratamento de raiz com alendronato preveniu a anquilose de curto prazo apos o
reimplante de molares de ratos avulsionados (78).

Os mecanismos de acéo dos bisfosfonatos tém sido amplamente estudados,
mas ainda ndo sao completamente compreendidos. A anquilose pode ser explicada
por alteracdes na remodelacéo 0ssea, com acao antirreabsortiva, através da perda da
funcao osteoclastica pela inibicdo da via do mevalonato (80).

O estudo de Rothbarth et al (57) revelou que o tratamento com alendronato
provocou locais de anquilose em dentes luxados e ndo luxados e prejudicou a
atividade de reabsorcao dos osteoclastos, que permaneceram em um estagio latente.
Adicionalmente, ele foi capaz de atenuar as alteracbes nos tecidos radiculares e
periodontais ap0s a luxacdo lateral dos molares de ratos, sem prejudicar o
desenvolvimento radicular. Além disso, o alendronato ndo impediu a diferenciacao dos
cementoblastos, porém, um cemento menos celular foi formado em espécimes
tratados com esse BF.

Entretanto, apesar desses estudos haverem demonstrado a possibilidade de
tais alteracdes das estruturas radiculares e da ocorréncia de anquilose (10,13,57), a
presente pesquisa, com a ferramenta de analise superficial utilizada — microscopia
eletrbnica de varredura, ndo foi capaz de identifica-las nos grupos estudados. Os
resultados podem ser diferentes ao utilizar-se uma nova ferramenta, como a
microscopia Otica, visualizando-se a estreita relacdo da raiz dentaria com 0 0Sso
alveolar.

Outro resultado do presente estudo foi a identificacdo de um cemento com
estrutura mais rugosa e volumosa nas por¢des mais proximas do pice radicular em

todos os grupos, quando comparado ao cemento das regides média e cervical (corpo)
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radiculares. Entretanto, pelo elevado nimero de fraturas, especialmente apicais, ndo
foi possivel identificar com clareza essa possibilidade anatémica.

A hipercementose tem sido demonstrada em estudos de tecidos dentais de
desenvolvimento em molares de ratos. A formacdo de uma grande quantidade de
tecido semelhante ao ostedide, referida como cemento hiperplasico atipico, foi
observada nesses estudos na superficie da raiz e no osso alveolar (54,79). No
entanto, ndo é possivel diferenciar as condi¢cdes descritas nessas pesquisas daquelas
descritas em dentes que respondem a causas irritantes ou ao processo de
envelhecimento.

Apesar desses achados descritos na literatura, 0 cemento com estrutura mais
rugosa e volumosa nas por¢cdes mais proximas do apice radicular identificado no
presente estudo ndo pode ser classificado como hipercementose. No estudo de
Paglioni et al (61), nenhuma diferenca estatisticamente significante foi detectada entre
0S grupos teste e controle em relacédo a espessura do cemento. Nesse experimento,
a idade média dos pacientes de teste e controle foi muito semelhante. Sabendo que
0 cemento torna-se mais espesso ao longo da vida, os autores sugeriram que a
hipercementose observada € considerada um evento fisioldgico, em vez de uma
mudanca causada pelo uso de BFs. Além disso, os valores da espessura do cemento
no grupo teste sdo semelhantes aos valores normais em pacientes adultos
encontrados na literatura. Embora ndo seja viavel a comparacédo de trabalhos com
humanos e animais, no presente estudo, nao foram identificadas diferencas entre os
grupos avaliados.

Em apoio a estes achados, a falta de diferencas detectaveis no numero de
linhas incrementais de cemento, inflamacé&o do ligamento periodontal e distribuicdo de
fibroblastos no ligamento entre os dois grupos estudados sugeriu que a exposi¢cao aos
BFs intravenosos nado leva a mudancas na micromorfologia do cemento e do
ligamento periodontal em pacientes com cancer (61).

Por outro lado, Moraes et al (10), em seu estudo ndo controlado com dentes
humanos extraidos de pacientes submetidos a tratamento com BF intravenoso e que
desenvolveram MRONJ, concluiram que, além da hipercementose e da anquilose,
outras alteragBes dentarias relacionadas aos BFs foram necrose pulpar, calcificagdo
pulpar e obliteragdo da camara pulpar. No entanto, tais estudos nédo utilizaram um

grupo controle e realizaram uma analise descritiva e subjetiva. Além disso, a maioria
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dos participantes eram pacientes idosos, caso em que a aposicdo de cemento
relacionada a idade poderia ser confundida com hipercementose.

Sabe-se que o envelhecimento animal inclui uma série de alteracdes teciduais
interdependentes, incluindo a aposicdo de cemento (49). No momento das
exodontias, 0s animais estavam com, aproximadamente 102 dias de vida. De acordo
com Martins-Ortiz (19), nessa idade, a rizogénese encontra-se em fase de formagao
do terco apical, e, logo, as raizes néo estédo totalmente formadas. Por esse motivo,
ndo se pode afirmar que a estrutura mais rugosa e volumosa visualizada nos 4pices
radiculares deveu-se uma aposicao de cemento acumulada com a idade.

Geralmente, a faixa de cobertura do cemento acelular é diferente entre os
varios tipos de dentes, estando sobre cerca da metade cervical a um terco do
comprimento radicular nos dentes multirradiculados. Sua espessura normal, que
aumenta com a idade, varia de 50 a 200 pm. Ja o cemento celular,
predominantemente visto nas regides interradicular e apical das raizes, apresenta
espessura normal maxima variando entre 700 e 1500 ym em molares. Nos molares,
0 cemento celular geralmente cobre dois tercos apicais das raizes (44,46). Assim, o
volume acentuado de cemento nas por¢cbes mais préoximas do apice radicular
observado no presente estudo esta de acordo com o0s aspectos anatdémicos descritos
na literatura.

Embora os mecanismos de acdo dos BFs tenham sido exaustivamente
estudados no 0sso, pouco se sabe sobre seus efeitos no desenvolvimento dentério, e
apenas alguns estudos sobre a associacao entre defeitos dentarios e o uso desses
compostos quimicos estao disponiveis (13,20,43,56,59).

No trabalho de Nelson-Filho et al (56), a analise quimica quantitativa revelou a
presenca de alendronato de sddio nos tecidos dentais mineralizados de dentes de
ratos (0,0018% por dente) apds a administracdo sistémica deste farmaco, o que indica
gue ele esta biodisponivel no organismo durante a formacgéo dos dentes. Entretanto,
nao foram observadas alteracdes estruturais nos tecidos mineralizados por MEV apos
exposicao ao alendronato sédico sistémico. A analise do esmalte e da dentina ndo
evidenciou alteracdes morfolégicas na matriz extracelular. Aguela quantidade de
alendronato encontrada de 0,0018% por dente provavelmente nao foi suficiente para
causar alteracdes significativas de acordo com os parametros testados. No entanto, é
um achado valioso que confirma a forte afinidade do alendronato pela hidroxiapatita e

sua rapida incorporagéo a matriz de tecidos mineralizados, incluindo dentes, durante
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a fase de mineralizacdo. Assim, sdo necessarios mais estudos para investigar quais
efeitos podem surgir apds a incorporacdo de BF nos tecidos dentarios, como, por
exemplo, se ele pode alterar sua estrutura.

Em se estudo, Hiraga et al (13) observou diversas anormalidades dentarias em
incisivos relacionadas ao uso de BFs. Uma delas € a formacao de material semelhante
a dentina na polpa, o qual acabou preenchendo a cavidade pulpar com uma matriz
mineralizada. Também relatou que o BF induziu formacdes semelhantes a odontomas
ao redor da extremidade basal dos incisivos, mas 0s mecanismos subjacentes ao
desenvolvimento desses odontomas nao ficaram claros. Foi demonstrado, ainda, que
BFs nédo-nitrogenados, como etidronato e clodronato, que tém efeitos inibitérios na
mineralizacdo e na reabsorcdo 0ssea, causam hipomineralizacdo do esmalte e da
dentina. Por outro lado, esses achados n&o foram relatados no tratamento com
bisfosfonatos nitrogenados. No geral, esses resultados sugerem que as
anormalidades dentarias mostradas neste estudo sdo causadas principalmente por
efeitos indiretos, e ndo diretos, dos BFs nos germes dentarios. Assim, mais estudos
S&80 necessarios para entender completamente o mecanismo envolvido.

Por fim, analisando germes de dentes molares de ratos recém-nascidos, é
possivel verificar que a administracdo da droga nos estagios iniciais da odontogénese
resulta em disturbios e defeitos mais evidentes nos tecidos dentarios duros (59).

O desenvolvimento dentario ocorre quando o 0sso adjacente é reabsorvido
pelos osteoclastos, e o calcio e o fosfato séricos sédo atraidos para formar
hidroxiapatita nas estruturas dentarias em desenvolvimento. Por essas razoes,
espera-se que os BFs possam afetar a o desenvolvimento dos dentes. Publicacdes
anteriores indicam que a perturbacdo no processo de mineralizacdo induzida por BFs
€ devida aos efeitos fisico-quimicos da droga na formacéo e agregacao de cristais.
Disturbios na erupcdo dentaria, desenvolvimento e mineralizacdo estdo entre 0s
efeitos colaterais relatados por alguns BFs (20).

Bradaschia-Correa et al (43) exibiram inibicdo na formacdo e erupcao das
raizes de dentes molares em ratos jovens tratados com alendronato, mostrando
comprometimento na ativacdo dos osteoclastos, que permaneceram em estagio
latente.

A pesquisa em animais e seu valor para a experiéncia humana permanecem
controversos. Cada espécie animal diferencia-se por uma ampla gama de

caracteristicas clinicas e histopatologicas. Espécies diferentes possuem tracos,
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habitos, expectativa de vida, estruturas teciduais, mecanismos de defesa e
caracteristicas imunologicas e genéticas distintas (49). Independentemente de
guantos dados possam ser apresentados, é inadequado esperar que diferentes
espécies respondam de forma idéntica ou similar ao mesmo desafio, exceto dentro de
limites muito restritos.

Resultados obtidos em estudos com modelos animais n&o traduzem
necessariamente desfechos clinicos esperados em humanos. Entretanto, eles sdo de
grande importancia, especialmente para estudos inviaveis ou de dificil realizacdo em
humanos, e constituem um importante passo da pesquisa, fornecendo tendéncias
biolégicas antes de prosseguir para a aplicacdo clinica (53). Assim, estudos bem
planejados em humanos séo necessarios para estabelecer a eficacia e seguranca dos
BFs.

Os presentes resultados mostram que o MEV é uma ferramenta valiosa no
estudo dos detalhes da organizagao topografica radicular normal e induzida por BF.
No entanto, deve-se notar que os procedimentos de preparacdo da amostra aqui
usados dificultaram a investigacdo da superficie radicular atipica. Para visualizacao
de superficies mineralizadas dos dentes, ndo ha necessidade de nenhum preparo
prévio a metalizacdo, apenas remocado das sujidades visiveis com gaze e soro.
Entretanto, os filamentos de gaze, e outras impurezas nao identificadas, dificultaram
a observacdo das superficies radiculares. Para estudos futuros, um preparo de
superficie mais meticuloso é sugerido.

Outra limitacdo dessa pesquisa foi 0 equivoco do biotério ao fornecer 5 animais
fémeas, as quais precisaram ser excluidas do estudo na fase pré-operatdria por risco
de procriacdo. Essa exclusdo comprometeu, em especial, o grupo ZST, o qual perdeu
4 animais de sua amostra, dificultando a comparacdo desse grupo com os demais e
limitando a obtencéo de resultados mais precisos e detalhados. Adicionalmente, um
rato do grupo ZOZ morreu antes do periodo programado para as exodontias e um
dente do grupo COZ fraturou totalmente durante sua extracao.

As fraturas radiculares parciais ou totais, as quais ocorreram
indiscriminadamente em todos o0s grupos durante as exodontias, também
comprometeram a qualidade das andlises. Essas fraturas foram atribuidas a
dificuldade técnica, a anatomia radicular e a friabilidade das estruturas.

Por inviabilidade do procedimento, ndo foi aplicado cegamento a nenhum dos

operadores em nenhuma das fases. Além disso, por ser esse um estudo de analise
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descritiva dos resultados, ndo foram obtidos dados numéricos ou padronizados,
inviabilizando a realizacdo de uma andlise estatistica.

Dadas as consideracdes anteriormente abordadas e com base nas condi¢des
metodoldgicas, resultados e limitacdes do presente estudo, a hipétese nula foi aceita,
pois este estudo mostra que n&o houve alteracdes morfologicas na topografia
radicular de dentes molares de ratos Wistar submetidos a tratamento com bisfosfonato
injetavel (a4cido zoledrénico), resultados que confirmam os achados da literatura (56),
nao havendo diferenca superficial entre os grupos estudados.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os dados obtidos a partir das analises do presente estudo e
com base em relatos anteriores da literatura, conclui-se que, até o momento, ndo
existem indicios suficientes de que a administracdo periddica de BFs (&cido
zoledrdnico), pelo tempo, via de administracdo e concentracdo aplicados, possa
causar alteracdes morfolégicas na topografia radicular de dentes molares de ratos
Wistar, ao menos superficialmente. Adicionalmente, a ozonioterapia ndo se mostrou
benéfica ou maléfica para a integridade da superficie radicular. Assim, novas
pesquisas sdo de grande importancia para estabelecer definitivamente a seguranca

na utilizagéo dos BFs para as estruturas dentarias.
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7 PRESS RELEASE

Os bisfosfonatos sdo medicamentos usados na prevencéo e no tratamento de
doencas 6sseas, como a osteoporose e as metastases dsseas associadas ao cancer.
Apesar dos seus beneficios, com o crescente uso de bisfosfonatos, efeitos colaterais
foram observados na regido oral, como a osteonecrose dos 0ssos maxilares, atraso
ou inibicdo da erupcdo dentéaria e malformacdes dos dentes. Uma vez que 0s
bisfosfonatos comprovadamente afetam os 0ssos e os dentes, faz-se necesséaria uma
investigagdo mais detalhada dos seus efeitos sobre as estruturas nele inseridas: as
raizes dentarias. Analisando a topografia (superficie) do cemento, estrutura que
recobre a superficie radicular dos dentes, ap0s o tratamento com altas concentracdes
de bisfosfonatos, pode-se obter parte da resposta. Por esse motivo, o presente estudo
teve o0 objetivo de observar os aspectos morfoldgicos radiculares de dentes molares
de ratos submetidos a tratamento com bisfosfonato injetavel (acido zoledrénico)
através de imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura. Durante a
analise, foram identificados: reabsorcdes rasas na superficie do cemento (perdas
estruturais causadas por acao de outras células) na maioria dos grupos estudados;
regides craqueladas (aglomerados de trincas), em diferentes comprimentos e
profundidades, nas superficies radiculares de todos 0s grupos; e um cemento mais
rugoso e volumoso nas porc¢des mais proximas ao apice radicular dentario (ponta da
raiz) de todos os grupos. Entretanto, os dados obtidos ndo foram suficientes para se
confirmarem os indicios de que a administracdo periodica de bisfosfonatos possa
causar alterac6es morfologicas na topografia radicular de dentes molares de ratos, ao
menos superficialmente. Assim, novas pesquisas sado de grande importancia para
estabelecer definitivamente a seguranca na utilizacdo dos bisfosfonatos para as

estruturas dentarias.
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Quadro 1 — Peso (g) de cada animal, dose (ml) de Zometa administrada aos grupos ZOZ e ZST e
dose (ml) de soro fisioldgico administrado aos grupos COZ e CST nas quatro primeiras semanas.
M = morte do rato por complica¢gbes; F = rato fémea

Pl 2P

—

MO0

w0

Dose 1 - 3/5 Dose 2 - 10/5 Dose 3 - 17/5 Dose 4 - 24/5
Rato | Peso {g) | Dose (ml) | Peso (g) | Dose (mi) | Peso (g) | Dose (mi} | Peso (g) | Dose (mi)

1 270 D,4455 290 04785 297 0.4901 310 05115
2 325 0,5363 45 0,5693 351 0,5792 363 0,5990
3 260 0,420 272 0,4488 285 0.4703 298 04917
4 288 0,4752 306 0,5049 317 0,5231 325  0,5363
5 263 04340 280 0,4620 299 0.4934 315 05198
6 258 0,4257 284 0,4686 302 0,4983 3115 0,5108
7 248 0,4082 270 D,4455 292 0.4818 305  0,5033
8 275 0,3713 243 0,4010 260 0,4280 265 04373
9 285 0,4703 296 0,4884 306 0,5049 M M

0 315 0,5198 330 0,5445 342 05643 44  0,5676
1 264 0,4356 294 0,4851 307 0,5066 320 0,5280
1 245 0,4059 258 0,4257 270 0,4455 275 04538
2 270 0,4455 284 0,4686 300 0.4950 18 0,5247
3 280 0,4620 298 0,4917 315 0,5198 3115 0,5198
4 266 04389 294 04851 310 0.5115 315  0,5198
5 199 0,3284 199 0,3284 214 0,3531 F F

6 275 03713 242 0,3993 275 0.4538 F F

7 230 0,3795 247 0,4076 261 0,4307 273 0,4505
8 234 0,3861 236 0,3894 255 0.4208 F F

9 198 0,3267 215 0,3548 228 0,3762 224 0,3696
10 220 0,3630 275 0,3713 240 0,3960 F F

1 208 0,3432 275 03713 50 0.4125 252 04158
1 230 0,3785 245 0,4059 254 0.4131 270 04455
2 295 0,3713 248 0,4082 267 0,4406 285 04703
3 237 0,391 264 04356 282 0.4653 00 04950
4 304 0,5016 330 0,5445 337 0,5561 350 0,575
5 278 0,3762 48 05742 261 0.4307 272 0.4488
6 312 0,5148 331 0,5462 348 0,5742 359 0,5924
7 317 05231 244 0,5676 362 05973 74 0617
8 218 0,3597 238 0,3927 264 0,4356 273 0,4505
9 220 0,3630 239 0,3944 250 0.4125 264 04356
10 234 0,3861 255 0,4208 267 0,4406 279 04604
1 197 0,3251 205 0,3383 197 0,3251 F F

1 230 0,3795 245 0,4043 269 0,4439 276 04554
2 221 0,3647 245 0,4043 270 04455 277 04571
3 784 0,4686 308 0,5082 332 0,5478 45  0,5693
4 224 0,3696 240 0,3960 256 0.4224 265 04373
5 211 0,3482 279 0,3779 235 0,3878 243 04010
6 235 0,3878 270 D,4455 292 0.4818 296 04884
7 277 04571 308 0,5082 330 0,5445 42 0,5643
8 238 0,3927 260 0,4290 285 0.4703 202 04818
9 200 0,3300 202 0,3333 214 0,3531 215 0,3548
0 190 0,3135 190 0,3135 198 0,3267 198 0,3267
1 17 0,3581 218 0,3587 297 0,3745 296 03729
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Quadro 2 — Peso (g) de cada animal, dose (ml) de Zometa administrada aos grupos ZOZ e ZST e
dose (ml) de soro fisioldgico administrado aos grupos COZ e CST nas quatro primeiras semanas.
M = morte do rato por complica¢bes; F = rato fémea

2P

—

F 20

— w0

Dosa 5 - 31/5 Dose 6 - 7/6 Dose 7 - 14/6 Dose 8 - 21/6
Rato | Peso (g} | Dose (ml) | Peso (m) | Dose imi) | Peso (g} | Dose (mi) | Pese () | Dose (mi)
1 114 05181 322 05313 332 0.5478 43 05759
2 72 06138 377 0.6221 185 0,6353 401 0.6617
3 298 04817 315 0,5198 323 05330 319 0,5264
4 308 05082 319 0.5264 337 0.5561 336 05544
5 323 05330 338 0.5577 248 0.5742 362 05073
6 322 05313 344 0.5676 361 0.5957 A7 0.6122
7 M M M M M M M M
8 277 04571 300 0,4950 303 0,5000 314 05181
9 M M M M M M M M
10 348 05742 366 0.6039 370 0.6105 87 06386
1 338 05577 340 0.5759 365 0.6023 80 0,6270
1 272 04488 282 0.4653 288 04752 295 04868
2 18 0,5247 331 0,5462 332 05478 332 0,5478
3 333 0,545 350 0.5775 360 0,5340 67 06056
4 321 05297 329 0.5429 336 0.5544 337 0,5561
5 F F F F F F F F
6 F F F F F F F F
7 286 04719 309 0,5099 312 0.5148 310 0.5115
8 F F F F F F F F
9 233 0,3845 253 0.4175 363 0,590 265 04373
10 F F F F F F F F
1 274 04521 298 04917 300 0,4950 326 0,5379
1 275 04538 299 0.4934 310 0.5115 321 0.5297
2 295 04868 312 0.5148 323 05330 338 05577
3 315 0,5198 335 0,5528 343 0,5660 64 0,6006
4 363 0,5390 385 0,6353 397 06551 418 06897
5 272 04488 293 0.4835 06 0.5049 09 0,5099
6 155 05858 363 0,5990 72 0.6138 66 0,6039
7 67 0.6056 380 0.6270 395 0.6518 97 06551
8 185 0,3053 0.0017 M M M M
9 265 04373 283 0,4670 297 0,4801 07 0,5066
10 277 04571 300 0.4950 319 0.5264 323 05330
1 F F F F F F F F
1 278 04604 303 0.5000 114 0.5181 134 0.5511
2 280 0,4620 295 0,4868 321 0,5297 332 0,5478
3 362 05873 377 0.6221 393 0.6485 403 06650
4 265 04373 280 0.4620 204 0.4851 02 04983
5 236 03894 251 0.4142 262 0.4323 260 04290
6 06 0,5049 331 0.5462 244 0.5676 353 05825
7 155 05858 383 0,6320 397 0.6551 408 06732
8 295 04868 318 0.5247 327 0,5396 338 05577
9 211 0,3482 218 0.3507 209 0.3779 230 03795
10 198 03267 200 0.3300 208 0.3432 25 03548
1 230 0,3795 238 0,3927 243 04010 234 0.3861
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Quadro 3 — Peso (g) de cada animal, dose (ml) de Quetamina e Xilazina administradas aos grupos
Z0Z, ZST, COZ e CST previamente as exodontias. M = morte do rato por complicacfes; F = rato

fémea

Pl 23 P

— N

RS ]

w0

Rato| Peso(g) |Quetamina (mi)| Xilazina (mi)

1 310 0,310 0,155
2 363 0,363 0,182
3 208 0,298 0,148
4 325 0,325 0,163
5 315 0,315 0,158
6 315 0,315 0,158
7 305 0,305 0,153
8 265 0,265 0,133
9 M M M

10 344 0,344 0,172
11 320 0,320 0,160
1 275 0,275 0,138
2 318 0,318 0,159
3 315 0,315 0,158
4 315 0,315 0,158
5 F F F
B F F F
7 273 0,273 0,137
8 F F F
9 224 0,224 0,112

10 F F F
11 252 0,252 0,126
1 270 0,270 0,135
2 285 0,285 0,143
3 300 0,300 0,150
4 350 0,350 0,175
5 272 0,272 0,136
8 359 0,359 0,180
7 374 0,374 0,187
8 273 0,273 0,137
9 264 0,264 0,132

10 279 0,279 0,140
11 F F F
1 276 0,276 0,138
2 277 0,277 0,139
3 345 0,345 0,173
4 265 0,265 0,133
5 F F F
6 206 0,296 0,148
7 342 0,342 0,171
8 292 0,292 0,146
9 215 0,215 0,108

10 198 0,198 0,099

—
s

226 0,226 0,113
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Figura 25 — Detalhes da topografia radicular dos dentes obtidos do grupo ZOZ. Aumentos: A, B, C, H,
J, K, N, P, Q, SeU=200X; D, I, L, M, O, R e T=850X; E=3000X; F=600; G=550
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Figura 26 — Detalhes da topografia radicular dos dentes obtidos do grupo ZST. Aumentos: A, B, D, E,

F e G=200X; C e H=850X
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Figura 27 — Detalhes da topografia radicular dos dentes obtidos do grupo COZ. Aumentos: A, B, C, | e
K=85X; D, E, F, G, H, J e L=200X



Figura 28 — Detalhes da topografia radicular dos dentes obtidos do grupo CST. Aumentos: A, E, F, G,
H, 1, J, L, M, N e O=85X; B e C=200X; D=850X; K=95X
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