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RESUMO

As drogas antirreabsortivas sédo drogas utilizadas no mundo todo para tratar patologias
O0sseas como a osteoporose e outras doencas 6sseas sistémicas. No presente estudo
examinamos os efeitos Acido Zoledronico (ZOL) no desenvolvimento de Les&o
Periapical (PL) em camundongos. Os objetivos desse estudo foram: 1 Analisar o efeito
do uso do Acido Zoledrdnico sobre a formacéo da lesdo periapical. 2. Analisar o efeito
da exposicéo pulpar sobre as citocinas nos tecidos perirradiculares de camundongos
tratados com Acido Zoledronico. 3. Comparar as citocinas nos tecidos perirradiculares
de camundongos tratados com Acido Zoledrénico com camundongos n&o tratados. 4.
Analisar e comparar por meio do exame de MicroCT a reacdo dos tecidos
perirradiculares de camundongos tratados com Acido Zoledronico com camundongos
nao tratados. Para as andlises experimentais foram utilizados 16 camundongos
fémeas Balb/C (6 semanas) divididos em dois grupos experimentais Grupo Controle
(animais que receberam aplicaco de soro) e Grupo Acido (animais que receberam
aplicacdo de Acido Zoledronico) sendo cada grupo composto por 8 animais. Cada
grupo foi dividido em dois subgrupos, Grupo A sacrificados com 7 dias apés a
realizacdo do experimento e Grupo B sacrificados com 21 dias ap0s a realizacdo do
experimento, cada subgrupo foi composto por 4 animais. Apés a divisdo dos grupos,
foi realizada a induc&o da medicagdo uma vez por semana durante 4 semanas por via
intraperitoneal. O Grupo Controle recebeu aplicacdo de Solucdo de Salina de NaCl a
0,9%. Ja o Grupo Acido recebeu aplicagdo de 125 pg/kg de Acido Zoledrénico solugéo
injetavel 4 mg/5mL diluido em solucéo estéril a 0,9%. Apés a inducédo da droga foi
realizado a exposi¢ao pulpar do primeiro molar superior esquerdo e direto. As camaras
pulpares foram abertas até que as entradas dos canais. Os animais foram sacrificados
apos 7 e 21 dias da exposicao pulpar. Os tecidos periapicais que circundam os apices
radiculares foram removidos assepticamente e os molares do lado esquerdo para
posterior realizacdo da andlise em MicroCT e lado direito para a realizacdo do PCR.
As amostras foram submetidas aos testes estatisticos. Em ambos os periodos de 7 e
21 dias o Grupo Controle apresentou maior area e volume de lesdes periapicais em
comparagdo com os outros Grupo Acido. O tamanho da les&o periapical aumentou
em todos 0s grupos experimentais ao comparar 7 com os 21 dias. A expressao da
citocina TNF-a foi significativamente maior no Grupo Controle nos periodos de 7 e de
21 dias quando comparamos com o Grupo Acido. Foi observado uma maior expressao
das citocinas IL-6 no periodo de 7 dias pelo Grupo Controle. A IL-1[3 teve um aumento
de sua expresséo no periodo de 21 dias no Grupo Controle. Conclui-se o Grupo Acido
apresentou uma menor inducdo das lesbes periapicais. Além disso, os resultados
encontrados sugerem que o uso do Acido Zoledrénico parece de alguma forma inibir
a reabsorcéo 6ssea induzida por IL-1.

Palavras-chave: Acido Zoledrénico; Camundongos; Endodontia; Doencas da

Polpa Dentaria.



ABSTRACT

Analysis of the periapical immunological response pattern related to the
use of bisphosphonates in mice induced endodontic infection

Antiresorptive drugs are drugs used worldwide to treat bone pathologies such as
osteoporosis and other systemic bone diseases. In the present study we
examined the effects of Zoledronic Acid (ZOL) on the development of Periapical
Lesion (PL) in mice. The objectives of this study were: 1 To analyze the effect of
using Zoledronic Acid on periapical lesion formation. 2. To analyze the effect of
pulp exposure on cytokines in the periradicular tissues of mice treated with
Zoledronic Acid. 3. To compare cytokines in the periradicular tissues of mice
treated with Zoledronic Acid with untreated mice. 4. Analyze and compare the
reaction of periradicular tissues of mice treated with Zoledronic Acid with
untreated mice by means of MicroCT examination. For the experimental analysis,
16 female Balb/C mice (6 weeks) were divided into two experimental groups:
Control Group (animals that received serum application) and Acid Group (animals
that received Zoledronic acid application), each group consisting of 8 animals .
Each group was divided into two subgroups, Group A sacrificed 7 days after the
experiment and Group B sacrificed 21 days after the experiment, each subgroup
was composed of 4 animals. After dividing the groups, medication induction was
performed once a week for 4 weeks intraperitoneally. The Control Group received
application of 0.9% NaCl Saline Solution. The Acid Group received application of
125 pg/kg of Zoledronic Acid injectable solution 4 mg/5mL diluted in a sterile
solution at 0.9%. After drug induction, pulp exposure of the maxillary left and right
first molars was performed. The pulp chambers were opened until the canal
entrances. The animals were sacrificed after 7 and 21 days of pulp exposure. The
periapical tissues that surround the root apices were removed aseptically and the
molars on the left side for further analysis in MicroCT and the right side for PCR.
The samples were submitted to statistical tests. In both periods of 7 and 21 days,
the Control Group had a greater area and volume of periapical lesions compared
to the other Acid Groups. Periapical lesion size increased in all experimental
groups when comparing 7 to 21 days. The TNF-a cytokine expression was
significantly higher in the Control Group at 7 and 21 days when compared to the
Acid Group. A greater expression of IL-6 cytokines was observed in the period of
7 days by the Control Group. IL-1 had an increase in its expression in the period
of 21 days in the Control Group. In conclusion, the Acid Group presented a lower
induction of periapical lesions. Furthermore, the results found suggest that the
use of Zoledronic acid seems to somehow inhibit IL-1B-induced bone resorption.

Keywords: Periapical Lesion; Zoledronic Acid; Endodontic; Mouse Model.
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1 CONSIDERACOES INCIAIS

Os bisfosfonatos (BP's) sdo andlogos quimicos da substancia enddégena
denominada acido pirofosforico, que no organismo se encontra como pirofosfato, um
inibidor natural da reabsorcdo 0ssea. (FERNANDES et al., 2005). Essa classe de
medicamentos é utilizada para tratamentos de diversas patologias 0sseas como
mieloma multiplo, doenca de Paget, hipercalcemia, metastases 6sseas de neoplasias
malignas, osteogénese imperfeita, displasia fibrosa e osteoporoses/osteopenia
(COLEMAN, 2004; HOKUGO et al., 2010; ROSEN, 2004;).

As vias de administracdo dos BFs podem ser via intravenosa (VI) e via oral
(VO), sendo que para o tratamento de hipercalcemia e les6es osteoliticas metastaticas
associadas a malignidade, como vem sendo recomendado pela American Society of
Clinical Oncology (ASCO) a VI é o mais indicado, enquanto para o tratamento da
osteoporose a VO € o mais recomendado (RUGGIERO et al., 2006).

Os BFs sdo drogas se ligam fortemente aos cristais de hidroxiapatita. Uma vez
ligados ao 0sso, eles inibem a reabsorcao 6ssea e permanecem nao metabolizados
por longos periodos. Durante a remodelacdo éssea, eles sao fagocitados pelos
osteoclastos, induzindo alteracdes na morfologia celular e em alguns casos leva a
apoptose de osteoclastos (FRANCA et al., 2017).

Como um exemplo de drogas antirreabsortivas muito utilizada podemos citar o
Acido Zoledr6énico. Como mecanismo de a¢do, 0 mesmo se liga ao tecido 0sseo e
tem alta afinidade com a hidroxiapatita . Quando isolado de uma superficie 6ssea por
reabsorcdo Ossea osteoclastica, a captacéo de Acido Zoledrénico pelos osteoclastos
mostrou levar a inibicdo do metabolismo do mevalonato e iniciar o declinio funcional.
(COXON. et al., 2000; IKEDA et al., 2022; NANCOLLAS et al., 2006; RUGGIERO et
al., 2006; M.J. ROGERS et al., 2011;).

A American Dental Association (ADA), relata um aumento mundial no uso dos
BFs nos ultimos anos, com numero de prescricbes superior a 190 milhdes. Como
consequéncia do aumento da utilizacao destes medicamentos, surgiram relatos sobre
seus efeitos adversos. Marx (2003) relatou um efeito adverso nunca descrito na
literatura: Osteonecrose dos Maxilares Associada ao uso dos Bisfosfonatos (OMAB)
(MARX, 2003). No ano de 2007, por um consenso da American Association of Oral
and Maxillofacial Surgeries (AAOMS) ficou definido que OMAB é uma exposi¢cao


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/bone-tissue
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/hydroxylapatite
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/metabolic-inhibition
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mevalonic-acid
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0ssea que persiste por mais de 8 semanas na cavidade oral, em pacientes que nao
foram submetidos a radioterapia (RT) de cabeca e pescoco.

Em 2014, AAOMS sugeriu a mudanca da nomenclatura de OMAB para
Osteonecrose dos Maxilares Relacionada ao uso de Medicamentos (OMRM) para
acomodar o crescente numero de casos de osteonecrose envolvendo a maxila e a
mandibula associados a outros antirreabsortivos, Denosumab e terapias
antiangiogénicas (ROSELLA et. al,. 2016).

A prevencéo € o principal objetivo quando se trata de saude bucal em pacientes
usuarios dessas drogas. E de responsabilidade do cirurgido-dentista avaliar com
precisdo os fatores de risco que levam ao desenvolvimento de OMRM e sugerir
estratégias para remover e tratar esses fatores. Ademais, deve ser enfatizado ao
paciente a importancia de manter uma higiene oral e a realizacdo de exames
regulares. Ambos séo necessarios para manter a saude bucal, reduzir ou detectar
possiveis sinais e sintomas desta doenca (HEWITI, FARAT,2007).

Um dos fatores de risco para o desenvolvimento de OMRM séao as alteracdes
pulpares e perirradiculares que normalmente séao resultados do envolvimento direto
ou indireto dos microrganismos presentes na cavidade oral, gue podem ser essenciais
para a progressao e perpetuacdo das diferentes formas de alteracdes periapicais
(FABRICIUS et al.,, 1982; KAKEHASHI et al., 1965; MOLLER et al., 1981;
SUNDQVIST, 1976).

A habilidade dos microrganismos em se implantar ou ndo em certos sitios
dependera, além de outros fatores, de seu numero, viruléncia e da resisténcia do
hospedeiro. Uma vez instalados nos Sistema de Canais radiculares (SCR), esses
microrganismos induzirdo uma resposta de defesa nos arredores do apice radicular
(STASHENKO, 1990). A resposta inflamat6ria, que ai se processa, recrutara células
imunocompetentes para conter e impedir a disseminacdo dessa infeccdo para outros
sitios, culminando com a formacg&o de uma lesé@o crénica e concomitante reabsorcéo
dos tecidos de suporte periodontal (BAMBIRRA et al.,, 2015; BRITO et al., 2012;
GARLET, 2010; HENRIQUES et al., 2011; MAIA et al., 2020; RITTLING et al., 2009).

A inflamac&@o que ocorre nos tecidos perirradiculares é uma continuidade da
inflamac&o pulpar que muitas vezes se desenvolve antes mesmo da necrose total da
polpa. Uma resposta imune inata se inicia tdo logo a invasédo microbiana atinge os
tecidos, levando a um aumento da permeabilidade vascular e, por conseguinte, um

grande influxo de células de defesa nos tecidos circunvizinhos. Dentre estas,
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encontram-se os linfécitos TCDs+ e TCDs+, macréfagos, células plasmaticas,
mastocitos, eosindfilos que a partir da interagdo com 0s microrganismos presentes
nos SCR, procuram conter e impedir a disseminagéo da infec¢do para outros sitios.
Tal resposta imuno-inflamatodria levara ao desencadeamento de alteragbes nos
tecidos perirradiculares (BRITO et al., 2015; MARTON et al., 2014; STASHENKO,
1990; VIRTEJ et al., 2013).

A resposta imune uma vez instalada, além do recrutamento de células
inflamatorias, leva a liberacdo de citocinas e quimosinas proé-inflamatoérias e
imunorregulatérias (COLIC et al., 2009) Os linfécitos TCDa+ tém um papel importante
neste processo (STASHENKO, 1990). Sabe-se hoje que os Linfocitos T helper (Th)
quando ativados se subdividem em subgrupos Thl, Th2, Thl7 e Treg que se
caracterizam principalmente pelo perfil de citocinas produzidas e seus efeitos sobre o
organismo (MCGEACHY & CUA, 2008). A resposta imune do tipo 1 (Th1l) caracteriza-
se principalmente pela producdo de TNF-a, IFN-y e interleucinas (IL)-1 que induzirdo
a diferenciacdo e ativacao dos pré-osteoclastos, por meio do ligante do receptor
ativador do fator nuclear Kappa B (RANKL), levando, pois, a reabsorcdo Ossea
periapical (, BRAGA DINIZ et al., 2019; FUKADA et al., 2009; MAIA et al., 2020).

A resposta celular do tipo 2 (Th2) produz as citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-
13 que estdo relacionadas aos processos de cura e reparo da area afetada
(TEIXEIRA-SALUM et al., 2010).

Células Th1l7 sdo caracterizadas por expressarem IL-17 e IL-22 e estdo
relacionadas a exacerbacdo de processos inflamatorios em lesdes perirradiculares,
através da inducéo de secrecdo de mediadores pro-inflamatorios como a IL-8, TNF-q,
IL-1, e IL-6 que promovem rapidamente o recrutamento de neutrdfilos para o local da
infeccdo, sendo consideradas pontes entre a resposta adaptativa e a inata (YU &
GAFFEN, 2008). Ademais, estas células estimulam a producéo de outras citocinas
pré-inflamatérias que atuam na progressao de lesdes periapicais (BRITO et al., 2012;
COLIC et al., 2009; MAIA et al., 2020).

Lesbes cariosas, traumas, restauracbes mal adaptadas, trincas e outros
defeitos estruturais, sdo possiveis vias para 0 surgimento das patologias pulpares,
que ocorrem a partir do momento em que 0s microrganismos tém acesso a estrutura
dental (RITTLING et al., 2009). A infeccéo dos sistemas de canais radiculares (SCR),
culminara no desenvolvimento de inflamacao nos tecidos perirradiculares (GRAVES
etal., 2011).
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Durante o processo inflamatorio, as células inflamatérias ativas secretam
diversas proteinas degradantes (por exemplo, colagenase ou proteinases) e citocinas
que podem interferir na cicatrizacdo do periodonto. Além disso, as endotoxinas
bacterianas ativam um processo que provocam ativacéo de osteoclastos (RICUCCI et
al.,2014).

O objetivo do tratamento endoddntico é eliminar o agente agressor, permitindo
que o reparo tecidual ocorra. Como o alvo dos BFs é a reabsorcdo 6ssea causada
pelos osteoclastos, esse processo pode interferir na cicatrizagdo de lesdes
periapicais, apds o tratamento endodoéntico (HSIAO, GLICKMAN, HE, 2009;
STASHENKO et al., 1998). Porém pouco se sabe sobre a interferéncia sobre o uso
dos BFs sobre progressao das lesdes periapicais.

Em 2009 foi realizado um estudo que comparou a cicatrizagdo de lesdes
perirradiculares apos o tratamento endodéntico com pacientes que fazem uso de BFs
por VO com pacientes que ndo usuarios de BFs. Nao houve diferenca estatistica
encontrada nos resultados. A principal limitagéo deste estudo foi o pequeno tamanho
da amostra, o que diminui a qualidade da evidéncia desse estudo (HSIAO,
GLICKMAN, HE, 2009).

Em casos de dentes acometidos por lesBes periapicais foi relatado que o
tratamento endoddntico € menos traumatico que a exodontia para os tecidos da
cavidade oral, além de ser associado a OMRM em apenas 0,8% de todos 0s casos
(MARX et al., 2005). Porém um estudo em animais mostrou que as lesfes periapicais
podem ser consideradas fatores predisponentes para a OMRM apds a exodontia.
(SONG et al., 2016). Desta forma, as lesdes periapicais devem ser controladas antes
da exodontia para evitar a ocorréncia de OMRM (SONG et al., 2016).

Kang e colaboradores relataram o desenvolvimento da OMRM em um modelo
animal em casos de altas doses de BFs e inducédo prévia de leséo periapical. Neste
estudo, os animais apresentaram caracteristicas clinicas, radiograficas e histolégicas
de OMAB. Houve ainda o desenvolvimento da OMRM clinica mesmo na auséncia de
extracdo dentaria quando havia presenca da lesédo periapical (KANG et al., 2014).
Outro estudo realizado em 2017 concluiu que apenas lesado periapical ndo € um fator
de risco para o desenvolvimento de OMRM (FRANCA et. al., 2017).

Franca et al., (2017), demonstrou que o0 desenvolvimento da leséo periapical
em animais tratados com Acido Zoledronico foi significativamente menor do que do
grupo tratado soro (FRANCA et al., 2017). Ikeda et al., (2022) também analisou o
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desenvolvimento das lesbes periapicais em camundongos tratados com Acido
Zoledronico. Os resultados desse estudo sugeriram que o0 uso dessa medicacao pode
prevenir o desenvolvimento das lesdes periapicais (IKEDA et al., 2022). Este resultado
pode ser explicado pela inibicdo da atividade osteoclastica, o que leva a diminui¢éo
do tamanho das lesdes periapicais (GAO et al., 2012; WANG et al., 1997).

Nos estudos realizados por Kang e colaboradores (2014), foi observado que o
tamanho das lesGes periapicais nos apices das raizes de molares foi
significativamente menor para os animais tratados com BFs, conforme avaliado por
imagem de MicroCT (Microtomografia computadorizada) (KANG et al., 2014).

Os estudos sobre os efeitos das drogas antirreabsortivas como, por exemplo,
o Acido Zoledronico sobre a lesBes periapicais ainda ndo esta completamente
elucidado. A remodelacdo 6ssea € um componente integral do processo de
desenvolvimento, progressdo e cicatrizacdo de uma lesdo perirradicular. Se esse
processo de remodelacdo 0ssea pode ser potencialmente afetado pelo uso dos BFs
ainda ndo se sabe. Portanto, ainda sédo necessarios mais estudos para compreender
melhor a resposta dos tecidos periapicais frente ao uso dos BFs. Sendo assim, os
objetivos do presente estudos sera compreender melhor a relagéo do uso do Acido

Zoledronico e a formacéo da lesdo periapical.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a influéncia do uso do Acido
Zoledrénico no desenvolvimento da leséo periapical induzida em camundongos por
meio da expressao génica de citocinas nos tecidos perirradiculares e analise por
MicroCT.

2.2 Objetivos especificos

a) Analisar o efeito da exposicdo pulpar sobre as citocinas nos tecidos
perirradiculares de camundongos tratados com Acido Zoledrénico.

b) Comparar as citocinas nos tecidos perirradiculares de camundongos
tratados com Acido Zoledronico com camundongos n&o tratados.

C) Quantificar por Real Time PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) a
expressao das citocinas nos tecidos perirradiculares desses animais, nos 7° e 21° dias
apos a infecgdo experimental, em camundongos tratados e n&o tratados com Acido
Zoledronico.

d) Analisar e comparar por meio do exame de MicroCT a reacdo dos
tecidos perirradiculares de camundongos tratados com Acido Zoledrénico com

camundongos nao tratados.
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3 METODOLOGIA

3.1 Animais

Foram adquiridos do Biotério Central da Universidade Federal de Minas
Gerais (CEBIO, Belo Horizonte, MG, Brasil), 16 camundongos fémeas da linhagem
isogénico BALB/c, com 6 semanas de vida e peso de aproximadamente 20g. Os
camundongos foram mantidos no biotério (ICB — Universidade Federal de Minas
Gerais) em gaiolas convencionais com ciclo de luz controlado e alimentacdo com dieta
comercial ad libitum e agua. Sendo alojado um grupo de 5 animais por gaiola, onde
foi realizada limpeza e manutencéo a cada dois dias. O protocolo experimental foi
submetido ao Comité de Etica no Uso de Animal (CEUA — UFMG) protocolo de
aprovacdo #217/202. Os animais foram divididos em dois grupos experimentais
definidos como Grupo Controle (animais que receberam aplicacéo de soro) e Grupo
Acido (animais que receberam aplicacido de Acido Zoledronico) sendo cada grupo
composto por 8 animais. Cada grupo foi dividido em dois subgrupos, Grupo A
sacrificados com 7 dias ap0s a realizacado do experimento e Grupo B sacrificados com

21 dias ap6s a realizacao do experimento, cada subgrupo foi composto por 4 animais.
3.2 Administracdo da medicacao

A inducdo da medicacdo foi realizada conforme descrito de acordo com
estudos anteriores (BIGUETTI et al., 2019; WILLIAMS et al., 2014). Apés a divisao
dos grupos, foi realizada a inducdo da medicacdo uma vez por semana durante 4
semanas por via intraperitoneal (IP). O Grupo Controle recebeu aplicagcéo de Solugéo
de Salina de cloreto de sodio a 0,9%. Ja o Grupo Acido recebeu aplicagéo de 125
ug/kg de Acido Zoledrénico (Accord Farmacéutica Ltda®) solucéo injetavel 4 mg/5mL

diluido em solucgéo estéril a 0,9%.

3.3 Etapas clinicas

3.3.1 Anestesia
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Os camundongos foram anestesiados com Ketamina (Dopalen®) e Xilazina
(Anasedan®) misturados na proporcdo de 0,14 mL de Ketamina para 0,6 mL de
Xilazina. A droga foi administrada por via IP. Aguardou-se 5 minutos para que a droga
fizesse efeito, antes de realizar qualquer procedimento.

3.3.2 Exposicgéo pulpar

ApOs a anestesia foi realizado a exposicdo pulpar do primeiro molar superior
esquerdo e direto sob aumento de 40x de um microscopio operatdrio. Foi utilizada
uma Broca LN CA (Maillefer - Dentsply Sirona®), em baixa rotacdo com controle de
rotacdo (Driller, Sdo Paulo, Brasil). As cadmaras pulpares foram abertas até que as
entradas dos canais fossem visualizadas e sondadas com uma lima K endodéntica n®
8 (Maillefer - Dentsply Sirona®). Os dentes expostos foram deixados abertos ao meio
bucal sem qualquer cobertura. Apds o procedimento 0s animais passaram a receber

alimentacao pastosa por 24h.

Figura 1- Procedimento de acesso coronario realizado no primeiro molar superior.

Legenda: (A) primeiro molar superior; (B) Broca CA (Maillefer -Dentsply Sirona®)
posicionada para a realizacdo do acesso coronario; (C) Ap6s o acesso coronario foi
realizada uma sondagem com uma lima K endodéntica n°® 8 (Maillefer - Dentsply
Sirona®); (D) Sangramento confirmando a exposicéo pulpar.

Fonte: Prépria autoria.

3.3.3 Analgesia
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Apos a realizacdo do procedimento foi realizada aplicacdo de Dipirona sodica

(150mg/Kg) nos animais, via intramuscular, para analgesia.

3.4 Analise imunoldgica

3.4.1 Extracdo e preparo das amostras

Para eutanasia dos animais foi utilizado uma sobredose de anestésico e em
seguida foi realizado o deslocamento cervical. Os camundongos foram sacrificados
apoés 7 e 21 dias da exposicao pulpar.

ApoOs o sacrificio dos animais, os molares direito e esquerdo juntamente com
0s tecidos periapicais que circundam os apices radiculares foram removidos
assepticamente. O molar do lado esquerdo foi armazenado em Solucéao de formol 10%
tamponada, para posterior realizagdo da anélise em MicroCT e analise histologica. J&
o molar do lado direito foi congelado e armazenados a -70 ° C para a realizacdo do
PCR-RT.

3.4.2 Extracdo do RNA

Para se proceder a extracao do acido ribonucleico (RNA) do tecido periapical,
foi utilizado o protocolo do fabricante NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up. Para a
realizacdo da homogeneizacdo as amostras foram trituradas no Homogeneizador de
Tecido OmniTH (OMNI International, Kennesaw GA, Estados Unidos). Em seguida foi
adicionado 350 uL de tampao de RA1 e 3,5 uL de B-mercaptoetanol (3-ME) ao tecido
triturado. Foi utilizado um filtro NucleoSpin® e um tubo de coleta (2 mL) para a limpeza
do liquido e reducéo da viscosidade do lisado. O material foi colocado em uma
centrifuga Z 327K (HERMLE Labortechnik GmbH Siemensstr, Wehingen, Alemanha)
por 1 min a 11.000 x g para a completa homogeneizacdo do tecido. O filtro entéo foi
descartado e adicionado 350 pL de etanol (70%) ao lisado homogeneizado.

Utilizando-se um novo filtro NucleoSpin® e um novo tubo de coleta (2 mL), foi
adicionado o liquido pipetando o lisado para cima e para baixo de 2 a 3 vezes; em
seguida o material foi centrifugado por 30 segundos a 11.000 x g e colocado em um
novo tubo de coleta de 2 mL.

Foi adicionado 350 pL de tampéao de dessalinizacdo de membrana e novamente
centrifugado a 11.000 x g por 1 minuto para secagem da membrana. Com a mistura

de reacdo de DNase em um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL estéril, foi adicionado
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10 pL de rDNase reconstruida a 95 pL de tampéao de reacéo para rDNase. Em seguida
o tubo foi levado na centrifuga para uma nova homogeneizacao da mistura.

Para lavagem e secagem da membrana de silica foi adicionado 200uL de
tampdo de RAW?2 & coluna de RNA NucleoSpin® e centrifugado por 30 segundos a
11.000 x g e novamente colocado em um novo tudo de coleta de 2 mL. Em seguida
foi adicionado 600 pL de RNA NucleoSpin® e centrifugado por 30 segundos a 11.000
x g. O fluxo foi descartado e o lisado colocado em um novo tubo de coleta. Adicionou-
se mais 250 pL de tampéo de RA3 a coluna de RNA NucleoSpin®, seguido de uma
nova centrifugacdo de 2 minutos por 11.000 x g para secagem completa da
membrana. O RNA foi eluido em 60 pL de H20 livre de RNase e novamente

centrifugado a 11.000 x g por 1 minuto.

3.4.3 Quantificacdo do mRNA

O mRNA foi diluido em &gua destilada nas propor¢des de 1:100 e 1:500, para
gue as amostras fossem lidas em espectrofotdbmetro (Nano Drop® ND-1000, EUA),
utilizando-se cubetas de quartzo, com comprimento de onda de 260/280 OD. A
quantificagdo foi obtida utilizando-se a formula: [MRNA- mg/ml] =OD 260 x dilui¢do x
40.

3.4.4 Preparo de cDNA (DNA complementar) por Transcricdo Reversa

Para sintese do cDNA, utilizou-se o kit SuperScript® Il Reverse Transcriptase
(Life Technologies®, EUA) seguindo as instru¢cdes do fabricante. Foram utilizados
2000 ng de RNA para a sintese de cDNA.

Para uma reacao de 20ul:

- 5X ISCHPt REACHION IMiX.. . iiiiiiiii e e e e e e e 4 ul.
- IScript Reverse TranSCrPIASE .....uvvvueiiiiiie et e s 1l
S RN A e Variavel.
- AQUA NUCIBASE-TIEE ..., Variavel.

O calculo de quanto pl foi utilizado de RNA foi realizado a partir da concentracao
(Obtida no NanoDrop). A reacéo foi submetida a 25° C por 5 minutos, 46° C por 90
minutos e 70° C por 15 minutos. O cDNA produzido foi diluido 1:10 e armazenado a -
20° C.
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3.4.5 PCR quantitativo (QPCR)

3.4.5.1 Controle endbgeno

Para a validacdo dos resultados de PCR em tempo real, fez-se necessario a
determinacdo de um controle endégeno, que serviu como padrao normalizador para
a analise das variacdes de expressdo dos genes testados. Dentre 0s genes, 0

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foi o normalizador escolhido.

3.4.5.2 Determinagé&o da expressao génica

Foi realizada a quantificacdo das citocinas IL-1, IL-10, IL-6 e TNF-a por PCR
em tempo real. O nivel de expressao desses genes foi determinado utilizando-se 5 L
de SYBR® Green gPCR SuperMix (InvitrogenTM, EUA), 5 uM de cada iniciador e 2
pL de cDNA diluido 1:10 em um volume final de 10 pL.

Para uma reacéo de 10ul:

1 2] = SRR 5uL
- Primer Forward (diluido 1:20) .....ccouuviiiiiiiiieiieee e luL
- Primer Reverse (diluido 1:20)........ccoviiiiiiiiieie e 1L
= AQUA NUCIBASE-TIEE ...ttt 2 UL

Foi realizado um MIX e distribuido em 9 pL em cada tudo. Foi acrescentado 1
puL de cDNA (diluido em 1:10) no tubo. Em seguida foi realizada a diluicdo do primer
100 pL para 5uM (1:20).

O protocolo foi realizado no termociclador (Rotor-Gene 5 plex HRM Platform)
de amplificacdo. Constituiu-se de desnaturacéo inicial a 95° C por 10 minutos, seguido
de 40 ciclos de desnaturacao a 95° C por 15 segundos e anelamento/extenséo a 60°C
por 1 minuto. Em todas as reacdes realizadas havia um controle negativo, constituido
por 5 pL de SYBR Green SuperMix e 5 uM de cada iniciador.

Os primers utilizado para identificacdo de cada gene segue descrito na tabela

abaixo:

Tabela 2 — Sequéncia de iniciadores de citocinas.

Gene Sense and antisense (5’-3’) Length (BP¥)

||__1B 5 — CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG - 3 152
5’ — GATCCACACTCCCAGCTGCA - 3
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IL-10 5 - CAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA -5’ 91
5 -TGGCTCTGCAGGATTTTCATG -3
IL-6 5 - TTCCATCCAAGTTGCCTTCTTG - 3 102
5 - TTGGGAGTGGTATCCTCTGTGA - 3’
TNF-a 5 — ATCTTCTCAAAATTCGAGTGACCA -3’ 173
5’- TGGAGTAGACAAGGTACAACCC -3
GAPDH 5'-GCA CCA CCA ACT GCT TAG CA-3 96

5-TGG CAG TGA TGG CAT GGA GGA-3’

* BP (Pares de Base). Fonte: Banco de PrimerBank.

A quantidade relativa dos produtos de PCR gerados para cada grupo de
iniciadores foi determinada baseado no valor de Ct (threshold cycle) e na eficiéncia de
amplificagéo. Os Cts obtidos para os genes foram normalizados subtraindo-se o valor
do Ct obtido para o gene de referéncia (GAPDH) para cada amostra. Com esse valor,
agora chamado de ACt, calculou-se o AACt, que corresponde ao ACt amostra — ACt
do calibrador. Os resultados foram obtidos no Bio-Rad SFX Manager Software e
analisados no Prism 5.0. Todas as amplificagdes foram seguidas de uma curva de
dissociagao, chamada “curva de melting”, na qual foi avaliado se ndo houve formacéao

de produtos inespecificos, comprovando a especificidade da reacéo.

3.5 Anélise em MicroCT

Analise em MicroCT foi realizada como descrita anteriormente (BALTO et al.,
2000). As maxilas do lado esquerdo foram removidas de cada camundongo com uma
tesoura cirargica esterilizada, entdo foram fixados com Solugcdo de Formol a 10%,
tamponada com pH neutro. O tamanho da leséo periradicular foi medido a partir de
imagens de Microtomografia computadorizada, onde foram calculados a area e o
volume da leséo (BALTO et al., 2000).

3.5.1 Parametros para aquisicéo das Microtomografias

As hemimandibulas dos camundongos foram fixadas e escaneadas no
aparelho de MicroCT SkyScan 1173 (Bruker, Kontich, Bélgica). Os parametros para
aquisicao das imagens foram os seguintes: matriz 1120x1120, 50Kv e 150 mA, sem
filtro, com tempo de exposicéao de 320 milissegundos, passo de rotacéo de 0.3° e 360°
em torno do eixo vertical. A resolucéo isotrépica foi de 14 um. As imagens foram

reconstruidas através do programa NRecon (v1.6.1.0; Bruker) com os seguintes
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parametros: 4 de correcdo do artefato de anel, correcado de endurecimento do feixe de

40% e suavizacao de 2 para todas as imagens.

3.5.2 Parametros para analise

O processamento e a analise de imagens em plano axial e coronal foram
realizados através do programa CTan (v1.6.6.0, Bruker), em um processo de
segmentacdo da imagem a fim de permitir a visualizacdo e diferenciacdo da lesdo
perirradicular, do canal radicular e da dentina. A regido de interesse (ROl — Region of
Interest) determinada incluiu a area da leséo perirradicular e do ligamento periodontal
em torno de todas as raizes do 1° molar, ndo incluindo o espaco referente aos canais
radiculares e ligamento periodontal dos dentes adjacentes. A selecdo do ROI foi feita
de forma manual (ROI personalizado) em todos os conjuntos de imagens desde a
primeira imagem em que todas as raizes aparecem circundadas pela crista 6ssea até
o desaparecimento da lesdo. A andlise foi realizada por um avaliador calibrado, cego
aos grupos experimentais. Através de analises bi e tridimensionais foram obtidas a

area de superficie e volume da leséo perirradicular.

3.6 Andlise dos dados

Os dados obtidos pelas andlise de PCR e MicroCT foram submetidos ao teste
de normalidade utilizando o programa SigmaPlot® 14.5 (Systat Software Inc, For
Windows, version 14.5), quando confirmado a normalidade foi realizado o teste-T, e
para os dados que nao apresentaram normalidade foram utilizados os testes Mann-
Whitney. Para todos os teste foi considerado p<0,05.
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4 ARTIGO
O artigo sera submetido ao periddico internacional “Journal of Endodontics” (Qualis Al, Fator
de impacto = 2,886).

Titulo: Acido Zoledronico interfere na formagcéo da leséo periapical

Resumo: Introducdo: As drogas antirreabsortivas séo drogas utilizadas no mundo todo para
tratar patologias 6sseas como a osteoporose e outras doengas 0sseas sistémicas. No presente
estudo examinamos os efeitos Acido Zoledronico (ZOL) no desenvolvimento de Les&o
Periapical (LP) em camundongos. Métodos: O ZOL foi injetado por via intraperitoneal (IP)
uma vez por semana durante quatro semanas. Apos a inducdo da medicacdo a cAmara pulpar
dos primeiros molares superiores direito e esquerdos dos camundongos foram expostas e
deixadas abertas para 0 meio bucal para induzir a periodontite apical. A eutanasia dos animais
foi realizada no 7° e 21° dias ap0ds a indugdo da LP e em seguida, foram realizadas as imagens
de microtomografia computadorizada (MicroCT) e analises de Reacdo de cadeia de polimerase
(PCR). Resultados: Na andlise de MicroCT, foi demonstrado que o uso do ZOL pode levar a
menor inducdo da lesdo periapical. Ja nas analises de PCR foi observado diferenca estatistica
significativa no Grupo Controle dos marcadores inflamatorios, TNF-a nos periodos de 7 e 21
dias, IL-6 no periodo de 7 dias e IL-1p no periodo de 21 dias. Conclusdo: Esses resultados
sugerem que o uso de drogas antirreabsortivas como o ZOL administrado sistemicamente é
distribuido para areas de inflamacdo local na maxila pode levar a uma menor inducdo do
desenvolvimento de LP em camundongos, além disso os resultados encontrados sugerem que
0 uso do Acido Zoledrénico parece de alguma forma inibir a reabsorcéo 6ssea induzida por IL-

1B.
Palavras-chaves: Periapical Lesion, Zoledronic Acid, Mouse Model.

Introducéo

A inflamacéo que ocorre nos tecidos perirradiculares € uma continuidade da inflamacéo
pulpar. A infeccdo bacteriana presente no sistema de canais radiculares (SCR), vai induzir
uma resposta imuno-inflamatdria do tecido que circunda o apice radicular a partir do forame
apical. Células inflamatdrias como macrofagos, sdo ativados e produzem citocinas
inflamatdrias para eliminar fatores patogénicos, resultando em aumento de osteoclastos,
causando reabsor¢do 0ssea periapical e o desenvolvimento da LP (1-4).

Os bisfosfonatos (BFs) sdo drogas antirreabsortivas contendo nitrogénio, que
apresentam efeitos para diminuicdo da reabsor¢do Ossea osteoclastica (5,6). Estes
medicamentos sd@o usados em todo o mundo para tratar doengas 0sseas como 0Steoporose,

metastases 0sseas, cancer, mieloma multiplo e doenga de Paget (7).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/apical-foramen
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/apical-foramen
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/inflammatory-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/osteoclast
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/osteoclast
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/osteolysis
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Como exemplo de drogas antirreabsortivas podemos citar o ZOL que tem como Seu
mecanismo de acdo uma molécula que se liga ao tecido Gsseo e tem alta afinidade com
a hidroxiapatita . Quando isolado de uma superficie 6ssea por reabsorcdo 0ssea osteoclastica, a
captacdo de ZOL pelos osteoclastos mostrou levar a inibicdo do metabolismo do mevalonato
(sintese do colesterol) e iniciar o declinio funcional (8-11).

A relacédo entre o uso do ZOL e a formag&o da lesdo periapical ainda é pouco estudada.
Um estudo clinico realizado em 2021, relatou que o usou de BFs diminuiu a prevaléncia de
lesdo periapical em pacientes com osteoporoses (12). Outro estudo realizado em animais que
avaliaram a formacdo da LP, concluiram que as drogas antirreabsortivas podem prevenir o
desenvolvimento da lesdo periapical (13). Nos estudos realizados por Kang e colaboradores foi
observado que o tamanho das lesbes periapicais nos apices das raizes de molares foi
significativamente menor para 0s animais tratados com BF, conforme avaliado por imagem de
MicroCT (14).

Alguns autores procuraram relacionar a Osteonecrose dos Maxilares Relacionada ao
uso de Medicamentos (OMRM) com a formacdo da LP. A OMRM pode ser causada pela
progressdo da LP em pacientes que receberam os antirreabsortivos em altas doses (13-15). O
efeito do ZOL sobre a formacao da leséo periapical ainda é pouco estudado. Portanto o objetivo
do presente estudo é avaliar a acdo do ZOL na progressao e nos marcadores inflamatorios da

LP induzidas em camundongos.

Materiais e Métodos
Modelo Animal e Leséo Periapical

O protocolo experimental foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animal (CEUA —
UFMG) protocolo de aprovagdo #217/2022. Os animais foram divididos em dois grupos
experimentais definidos como Grupo Controle (animais que receberam infusdo de soro) e
Grupo ZOL (animais que receberam aplicacdo de Acido Zoledrénico) sendo cada grupo
composto por 8 animais. Cada grupo foi dividido em dois subgrupos, Grupo. Foram utilizados
16 camundongos fémeas da linhagem isogénico BALB/c, com 6 semanas (CEBIO, Belo
Horizonte, MG, Brasil).

Administracao das drogas

A inducdo da medicacéo foi realizada conforme descrito anteriormente (17,18). Apos a
divisdo dos grupos, foi realizada a inducdo da medicacdo uma vez por semana durante 4

semanas por via intraperitoneal (IP). O Grupo Controle recebeu aplicacéo de Solucdo de Salina


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/bone-tissue
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/hydroxylapatite
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/metabolic-inhibition
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mevalonic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mevalonic-acid

29

de NaCl a 0,9%. J& 0 Grupo ZOL recebeu aplicagdo de 125 pg/kg de Acido Zoledronico (ZOL)
(Accord Farmacéutica Ltda ®) solugdo injetavel 4 mg/smL diluido em solucéo estéril a 0,9%.

Exposicédo pulpar

Apos a inducdo da droga por 4 semanas foi realizada a exposicdo pulpar. Apds a
anestesia foi realizado a exposi¢éo pulpar do primeiro molar superior esquerdo e direto como
descrito anteriormente (14,16) sob aumento de 40x de um microscépio endodoéntico, utilizando
uma Broca LN CA (Maillefer -Dentsply Sirona®), em baixa rotacdo com controle de rotacdo
(Driller, S&o Paulo, Brasil). As camaras pulpares foram abertas até que as entradas dos canais
até que fossem visualizadas e sondadas com uma lima K endodéntica n® 8 (Maillefer - Dentsply
Sirona®). Os dentes expostos foram deixados abertos ao meio bucal sem qualquer cobertura.
A sacrificados com 7 dias apds a realizacao do experimento e Grupo B sacrificados com 21 dias

apos a realizagdo do experimento, cada subgrupo foi composto por 4 animais.
Analise MicroCT

As maxilas dos lados esquerdos foram removidas de cada camundongo com uma tesoura
cirurgica esterilizada e entdo foram fixados em Solucdo de formol 10% , tamponada com pH
neutro. As hemimaxilas dos camundongos foram fixadas e escaneadas no aparelho de MicroCT
SkyScan 1173 (Bruker, Kontich, Bélgica). O processamento e a analise de imagens em plano
axial foram realizados através do programa CTan (v1.6.6.0, Bruker), em um processo de
segmentacdo da imagem a fim de permitir a visualizacdo e diferenciacao da lesdo perirradicular,
do canal radicular e da dentina. A regido de interesse (ROl — Region of Interest) determinada
incluiu a &rea da lesdo perirradicular e do ligamento periodontal em torno de todas as raizes do
1° molar, ndo incluindo o espago referente aos canais radiculares e ligamento periodontal dos
dentes adjacentes. A selecdo do ROI foi feita de forma manual (ROI personalizado) em todos
0s conjuntos de imagens desde a primeira imagem em que todas as raizes aparecem circundadas
pela crista 0ssea até o desaparecimento da lesdo. A analise foi realizada por um avaliador
calibrado, cego aos grupos experimentais. Através de analises bi e tridimensionais foram

obtidas a area de superficie e volume da lesdo perirradicular (19).
Reacdo de cadeia de polimerase em Tempo Real - PCR-RT

Amostras dos molares do lado direto foram trituradas no homogeneizador de tecido
OmniTH (OMNI International, Kennesaw GA, Estados Unidos), incluindo a lesdo periapical,
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o0sso alveolar circundante e raizes. O RNA foi extraido utilizado o protocolo do fabricante
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up. E para sintese do cDNA, utilizou-se o kit SuperScript®
I11 Reverse Transcriptase (Life Technologies®, EUA) seguindo as instrucdes do fabricante. Foi
realizada a quantificacdo das citocinas IL-1p, IL-10, IL-6 e TNF-a por PCR em tempo real. O
nivel de expressao desses genes foi determinado utilizando-se 5 pL de SYBR® Green qPCR
SuperMix (InvitrogenTM, EUA), 5 UM de cada iniciador e 2 pL de cDNA diluido 1:10 em um
volume final de 10 pL. Foi realizado um MIX e distribuido em 9 ul em cada tudo. Foi
acrescentado 1ul de cDNA (diluido em 1:10) no tubo. Em seguida foi realizada a diluicdo do
primer 100 ul para 5uM (1:20).

O protocolo foi realizado no termociclador (Rotor-Gene 5 plex HRM Platform) de
amplificacdo constituiu-se de desnaturacéo inicial a 95° C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos
de desnaturacdo a 950 C por 15 segundos e anelamento / extencdo a 60° C por 1 minuto. Em
todas as reacOes realizadas havia um controle negativo, constituido por 5 pL de SYBR Green
SuperMix e 5 uM de cada iniciador. A quantidade relativa dos produtos de PCR gerados para
cada grupo de iniciadores foi determinada baseado no valor de Ct (threshold cycle) e na
eficiéncia de amplificacdo. Os Cts obtidos para os genes foram normalizados subtraindo-se o
valor do Ct obtido para o gene de referéncia (GAPDH) para cada amostra. Os resultados foram
obtidos no Bio-Rad SFX Manager Software e analisados no Prism 5.0. Todas as amplificagdes
foram seguidas de uma curva de dissociagdo, chamada “curva de melting”, na qual foi avaliado

se ndo houve formacao de produtos inespecificos, comprovando a especificidade da reacéo.

Tabela 1. Primers usados para realizacdo da analise de PCR-RT. IL-1p interleucina 1p;
Interleucina 10 IL-10; Interleucina 6 IL-6; TNF-a Fator de Necrose Tumoral a; GAPDH
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase.

Gene Sense and antisense
IL-1P FW: CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG
RV: GATCCACACTCCCAGCTGCA
IL-10 FW: CAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA
RV: TGGCTCTGCAGGATTTTCATG
IL-6 FW: TTCCATCCAAGTTGCCTTCTTG
RV: TTGGGAGTGGTATCCTCTGTGA
TNF-a FW: ATCTTCTCAAAATTCGAGTGACCA

RV: TGGAGTAGACAAGGTACAACCC
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GAPDH FW: 5°-GCA CCA CCA ACT GCT TAG CA-3’
RV 5°-TGG CAG TGA TGG CAT GGA GGA-3’

Analise dos dados

Os dados obtidos pelas anélise de PCR e MicroCT foram submetidos ao teste de
normalidade utilizando o programa SigmaPlot® 14.5 (Systat Software Inc, For Windows,
version 14.5), quando confirmado a normalidade foi realizado o teste-T, e para os dados que
ndo apresentaram normalidade foram utilizados os testes Mann-Whitney. Para todos os teste

foi considerado p<0,05.

Resultados

Anélise MicroCT

Os cortes de MicroCT foram realizados através da area apical dos molares superior
esquerdo nos cortes Axial e Coronal (Figura 2 e Figura 3). Em ambos os momentos, o Grupo
Controle teve maiores tamanhos de lesdes periapicais em compara¢cdo com 0s outros Grupo
ZOL(Figura 1). O tamanho da LP aumentou dentro do Grupo Controle ao comparar 0s
subgrupos 7 dias com os 21 dias (Figura 2 A e B). Também foi observado um aumento da lesdo
em &rea e volume no Grupo ZOL, comparando-se 7 e 21 dias. O volume da leséo

também foi maior quando comparamos o Grupo Controle com o Grupo Acido.

Analise MicroCT
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Figura 1. Area e Volume da LP nos periodos de 7 e 21 dias nos Grupos Soro e Acido. Achados
de microtomografia computadorizada da regido periapical da maxila esquerda apos
administracdo de ZOL por 4 semanas.

CORTE AXIAL

21 DIAS

ACIDO

Figura 2. O uso ZOL promove menor aumento de volume e area da LP induzidas em
camundongos. Imagens de MicroCT no corte Axial. (A) 7 dias apds a inducdo da LP no Grupo
Controle; (B) 21 dias ap0s a inducdo da LP no Grupo Controle; (C) 7 dias ap6s a inducéo da
LP no Grupo Acido; (D) 21 dias ap6s a inducéo da LP no Grupo Acido.

CORTE CORONAL

7 DIAS 21 DIAS

SORO

ACIDO
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Figura 3. O uso ZOL promove menor aumento de volume e area da LP induzidas em
camundongos. Imagens de MicroCT no corte Coronal. (A) 7 dias ap6s a inducéo da LP no
Grupo Controle; (B) 21 dias apds a inducdo da LP no Grupo Controle; (C) 7 dias apds a inducao
da LP no Grupo Acido; (D) 21 dias ap6s a indugéo da LP no Grupo Acido.

Andlise PCR-RT

A expressdo da citocina TNF-a foi significativamente maior no Grupo Controle nos
periodos de 7 e de 21 dias quando comparado com o Grupo Acido. A expressio da citocina IL-
6 foi maior no periodo de 7 dias pelo Grupo Controle. Ja a IL-1B foi mais expressa no periodo
de 21 dias pelo Grupo Controle (Figura 4). Ndo houve diferenca estatistica encontrada em II-
10.

Analise dos marcadores inflamatorios
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Figura 4. Citocinas inflamatorias da LP nos periodos de 7 e 21 dias nos Grupos Soro e Acido.
Marcadores inflamatérios da regido periapical maxila esquerda ap6s administracdo de ZOL por
4 semanas. *Diferenca estatistica significativa no Grupo Controle dos marcadores
inflamatdrios, TNF-a nos periodos de 7 e 21 dias, IL-6 no periodo de 7 dias e IL-1 no periodo
de 21 dias.

Discussao

O presente estudo avaliou a formacéo da LP em camundongos que receberam doses IP
de ZOL e comparou com um Grupo que recebeu Soro. Os resultados demonstraram em anélise
de MicroCT que o uso do ZOL pode levar @ menor indugédo da lesdo periapical em um modelo

de experimento animal. Foi observado um menor aumento do volume da lesdo do Grupo ZOL
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de 21 dias quando comparado com o Grupo Controle. J& nas analises de PCR foi observado
diferenca estatistica significativa no Grupo Controle dos marcadores inflamatorios, TNF-a nos
periodos de 7 e 21 dias, IL-6 no periodo de 7 dias e IL-1p no periodo de 21 dias.

Interessantemente, no periodo de 7 dias, houve maior expresséo dos genes de IL-1 no
grupo que recebeu 0 ZOL. Entretanto, observamos menor inducéo de lesdo periapical nestes
animais com MicroCT. Desta forma, podemos inferir que nos animais em uso de ZOL houve
inibicdo dos sintese da IL-1p ou dos seus receptores nos osteoclastos. Destarte, temos uma
inibicdo da cascata da reabsor¢do mediada por IL-1p.

O ZOL é administrado por via intravenosa em humanos, porém no presente estudo foi
administrado por via IP, semelhante aos procedimentos utilizados em outros trabalhos
publicados (14,17,18). Mesmo sabendo que a administracao IP resulta em menor concentracdo
plasmatica do farmaco, optou-se por essa via por ser mais segura € mais facil de usar em
pequenos animais. As doses utilizadas em estudos experimentais variam muito, porém o
modelo utilizado para indugéo das drogas foi 0 mesmo descrito em estudos anteriorese mesmo
sendo considerada uma dose alta, seu uso foi demonstrado seguro e eficaz (17,18).

Foi possivel observar nos resultados obtidos pela analise de MicroCT que o Grupo
Controle apresentou uma maior perda éssea nas LP em 21 dias. Resultado que também foi
observado em um estudo que o ZOL foi aplicado em ratas com ovariectomia, onde o grupo no
qual foi aplicado soro os animais também apresentaram uma maior perda dssea periapical(20).
Assim como o trabalho citado anteriormente (20), no presente estudo foi observado uma menor
inducdo da LP nos grupos em que foi aplicado o ZOL, o que esta de acordo com outros estudos
publicados(15,21,22).

A diminuicédo da reabsorc¢do dssea, no Grupo ZOLpode ser explicada pela incorporagdo
da droga ao tecido 6sseo mineralizado, que tende a permanecer disponivel por muito tempo. A
droga permanece atuando especificamente sobre os osteoclastos inibindo o processo de
reabsorcao éssea, podendo assim interferir na formacao das lesdes periapicais. Este fendmeno
tambem foi observado em estudos anteriores (23,24).

A inibicdo da atividade dos osteoclastos pode levar a menor indugdo de
desenvolvimento da LP (14,22,25). Com isso podemos sugerir que mesmo na presenca de
infeccdo, os pacientes com uso de ZOL terdo menor padréo de progressao de leséo. Tal fato faz
com que o clinico necessite ter maior cuidado durante os exames de diagnostico, pois casos
infectados serdo mais dificilmente reconhecidos pelo exame radiogréafico de rotina.

A LP tem sua origem da resposta imune contra a infeccéo bacteriana presente no sistema

de canais radiculares o que resulta em um processo inflamatorio que é caracterizado por células
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imunocompetentes que produzem uma grande variedade de mediadores inflamatorios, como
TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-10 (26). Neste estudo, ao comparar a expressao do TNF-a, IL-1p, IL-
6 e IL-10 por meio da analise de PCR-RT, entre os Grupo Controle e o Acido, observou-se
aumento significativo da expressdo de TNF-a e IL-6 na fase inicial (7 dias) e de TNF-a e IL-
1P na fase tardia (21 dias) no Grupo Controle. O que sugere um aumento da reabsor¢do nesse
grupo, uma vez essas citocinas pré-inflamatorias sdo promotoras da formacgéo e funcdo dos
osteoclastos que s@o responsaveis pela reabsorcéo dssea (27).

A infusdo crénica do ZOL aumenta significativamente o ndmero de células
inflamatorias e os niveis de TNF-a e IL-1p no periodonto (28,29, 30). Uma das limitacGes do
presente estudo € o tempo de aplicacdo do ZOL, o que pode influenciar na resposta dos
marcadores inflamatorios. Além disso, ndo ha outros estudos investigando o efeito do ZOL
sobre essas citocinas inflamatorias na formacdo da LP, o que impossibilita a comparacdo dos
resultados atuais com outros trabalhos.

O desenvolvimento da OMRM estd diretamente associado a marcadores pro-
inflamatdrios como TNF-a, IL-1p, IL-17 (31). Por outro lado, uma dose alta e a administracéo
a longo prazo de drogas antirreabsortivas levaram ao aparecimento de OMRM induzida por LP
em modelos animais(14,15,32). No presente estudo, com aplicacdo de altas doses de ZOL, néo
foi observado nenhum indicio ou sinal clinico de OMRM. No entanto, ndo foi realizada a
extracao do dente em nenhum dos camundongos. Sendo assim, ndo se pode concluir se o trauma
pode causar OMRM. Ademais, os periodos mais longos de tratamento com ZOL devem ser
estudados para avaliar os efeitos possiveis dessas terapias de longo prazo nas LP.

E de extrema importancia ressaltar que este é um estudo in vivo e seus resultados no
podem ser aplicados diretamente em humanos, pois seus resultados apresentam
limitacGes. Novos estudos devem ser realizados para confirmar esses achados e aprimorar o
modelo experimental.

De acordo com os resultados do presente estudo, as lesdes periapicais foram
significativamente menores nos animais tratados com ZOL. O uso do ZOL parece de alguma
forma inibir a reabsor¢do 6ssea induzida por IL-13. O desenvolvimento induzido da LP em
camundongos aparentemente nao representou um fator de risco significativo para o
desenvolvimento de OMRM. Apesar disso, mais evidéncias cientificas sdo necessarias para
fornecer protocolos seguros para o tratamento endoddntico de pacientes que fazem uso de

drogas antirreabsortivas.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo avaliou a formacéo da lesdo periapical em camundongos
que receberam doses IP de Acido Zoledrdnico e comparou com um grupo que recebeu
Soro. Os resultados demonstraram em analise de MicroCT que o uso do Acido
Zoledronico pode levar a menor inducdo da lesdo periapical em um modelo de
experimento animal. Além disso, nas analises de PCR foi observado diferenca
estatistica significativa no Grupo Controle dos marcadores inflamatorios, TNF-a nos
periodos de 7 e 21 dias, IL-6 no periodo de 7 dias e IL-18 no periodo de 21 dias.

De acordo com os resultados encontrado o uso do Acido Zoledronico parece
de alguma forma inibir a reabsor¢cédo éssea induzida por IL-1B e levar a uma menor
inducdo da lesdo. No entanto é de extrema importancia ressaltar que este é um
estudo em modelo animal e seus resultados ndo podem ser aplicados diretamente em
humanos, pois seus resultados apresentam limitagdes. Novos estudos devem ser
realizados para confirmar esses achados e aprimorar o modelo experimental.

Além disso, o desenvolvimento da lesdo periapical em animais usuarios de
Acido Zoledrénico aparentemente ndo representaram um fator de risco significativo
para o desenvolvimento de OMRM. Apesar disso, mais evidéncias cientificas séo
necessarias para fornecer protocolos seguros para o tratamento endododntico de

pacientes que fazem uso de drogas antirreabsortivas.
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