View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by X{'CORE

provided by Repositério Institucional da Universidade Federal do Espirito Santo

DOUGLAS BERTAZO MUSSO

USO TOPICO DO ALENDRONATO DE SODIO ASSOCIADO AO BIO-OSS® NO
REPARO DE DEFEITOS OSSEOS -
ESTUDO HISTOMORFOMETRICO EM CALVARIA DE RATOS

Vitéria-ES, 2015


https://core.ac.uk/display/161371232?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

DOUGLAS BERTAZO MUSSO

USO TOPICO DO ALENDRONATO DE SODIO ASSOCIADO AO BIO-OSS® NO
REPARO DE DEFEITOS OSSEOS -
ESTUDO HISTOMORFOMETRICO EM CALVARIA DE RATOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-Graduacdo em
Clinica Odontolégica da Universidade Federal do Espirito Santo
como parte dos requisitos exigidos a obtencdo do titulo de

Mestre em Clinica Odontoldgica.

Orientadora: Prof.2Dr.2 Daniela Nascimento Silva

Vitéria-ES, 2015



Dedicatoria

A DEUS, por me enviar a este mundo no
melhor endereco: Meus pais.

Aos meus pais Silvio Romero Loureiro Musso
e Laura Heloiza Bertazo Musso, a quem devo
tudo o que sou e conquistei. Obrigado pelo
carinho e amor incondicional, por ensinar-me a
lutar e persistir, por me tornar um ser, humano
e digno. Esta conquista, mais do que minha, é

de vocés.



0 Mestre na arte da wila faz pouca distingao
entre o seu lrabalho e o seu lazer, entre a
sua mente e 9 Seu corpo, entie a4 Sua educagao
¢ A Suq recreagds, entre o Sew amor ¢ a Sua
/‘e///?//'a"o, tte c//f/é/%(e/{fe sabe a//&f/}g/«/% an
corpo do outro, Lle simploswente persegue
sua wsio de exceloncra em tuds gue faz,
deisands para os outros @ decisiv de saber se
estd trabablands ou se divertivds, Lo acha

gue esti sempre faze/(c/a as duas corsas

/"
&//fm/zfa/(aa/f(e/(ta,

Texto Zen-Budista



AGRADECIMENTOS

A DEUS, por toda vida; felicidades, tristezas, aprendizados, acertos, erros, perdas e
ganhos. Senhor agradeco por minha familia, e pelas pessoas com as quais convivo.

Fazei sempre de mim seu instrumento. Obrigado Senhor.

Aos meus Pais, 0 meu muito obrigado; por todos os ensinamentos sempre
mostrando que a familia é a base. Vocés sdo meu alicerce. Ao meu Pai pela
serenidade e honestidade. A minha Mae por ser uma guerreira nata, exigente, mas

gue também passa a mao na cabeca.

Aos meus filhos, Bernardo e Arthur pela constante lembranca de saber que vocés

existem...

Aos meus irméos Reégis e Sylvia, por todas dificuldades e vitorias compartilhadas.

Amo muito Vocés.

Aos meus sobrinhos Bianca e Lorenzo, pela felicidade que vocés trouxeram e

proporcionam a nossa familia.

Aos meus avoés paternos, Melziades (in memorian) e Catharina (in memorian)

pelas lembrancas guardadas no meu peito.
Aos meus avés maternos, Milta e Jodo pela companhia e amor de voceés.

A minha Orientadora Professora Dra. Daniela Nascimento Silva, pela imensa
colaboracéao, sempre disposta, sabado domingo ou feriado. E para sempre vou

lembrar: Foco Douglas...
A0S meus amigos pessoais, obrigado por compreenderem minha auséncia.

Aos amigos de curso, o aprendizado da convivéncia em grupo, apesar da

heterogeneidade, contribuiu e muito, para 0 meu crescimento.

A Isabela Chiguti Yamashita e Carolina Santos Santana Ferreira, o
companheirismo e a parceria de vocés, ao longo destes anos de intenso convivio,
fez valer a pena pelas risadas, palhacadas e cobrancas . O meu muito obrigado.

Que nunca nos afastemos.



Ao médico veterinario Dr. Rodolpho José da Silva Barros, responsavel pelo
Biotério da Ufes, pela dedicacao, atencdo e primorosa assisténcia para que o
trabalho respeitasse o protocolo da CEUA — Comisséo de Etica no Uso de Animais e
as exigéncias do COBEA - Conselho Brasileiro de Experimentacéo Animal. Muito
Obrigado.

Agradeco a responsavel pelo laboratorio de Histologia, Luciene Bessoni
Oliveira e Rafaela Araujo Fernandes; sem a ajuda de vocés, nao teria concluido
com éxito e de forma tao satisfatoria a confeccéo e fotografias das laminas
histologicas.

A Jodo Batista funcionario do biotério, por suas valiosas e incansaveis horas

dedicadas aos cuidados de meus preciosos objetos de estudo. — Meus Ratos.

A coordenadora do biotério da UFES, Dr2 Livia Carla de Melo Rodrigues, e
a Dra. Ana Paula Santana de Vasconcellos Bitencourt, por serem tao

prestimosas e sempre solicitas para o prosseguimento e concluséo do trabalho.

As professoras de Cirurgia Bucomaxilofacial I, Rossiene Motta Bertollo e

Martha Alayde Alcantara Salim Venancio, pelo intenso e pacifico convivio.

As professoras de Patologia Bucal, Liliana Aparecida Pimenta de Barros,
Rosa Maria Lourenco Carlos Maia e Tania Regina Gréo Velloso, pela atencéo

dedicada, e instrucdes de como melhorar as imagens histolégicas. Muito obrigado.

As professoras da banca de qualificacéo deste trabalho, Rossiene Motta
Bertollo e Liliana Aparecida Pimenta de Barros, pelas sugestfes na melhora do

trabalho.

Aos professores do Curso de Mestrado, Alfredo Carlos Rodrigues Feitosa,
Karla Loureiro Almeida Koburn, Francisco Carlos Ribeiro, Rogério
Albuquerque Azeredo, Edson Theodoro Santos Neto, Leticia da Gama

Nogueira Souza, por todos ensinamentos. O meu Muito Obrigado!

A Regina Sales, secretaria do PPGCO pela atencéo e carinho a nés dedicados.



A Rosimery dos Santos Pereira pelos cafezinhos, com um simpético sorriso

sempre me atendeu.

Ao amigo Leonardo Bof Loureiro, apesar de anos afastados, sempre solicito e

muito atencioso ao ensinar-me a trabalhar com o programa AutoCAD.

Ao Programa de Pds-Graduacdo em Clinica Odontolégica da UFES, em especial a
Professora Dra. Selva Maria Gongalves Guerra, por sua dedicagdo ao que faz;

isso faz sonhos tornarem-se reais.
Aos pacientes por compreenderem minha auséncia.

Aos animais experimentais, todo meu respeito.

A FAPES — Fundac&o de Amparo & Pesquisa do Espirito Santo, pelo apoio

financeiro a esta pesquisa.



RESUMO

O alendronato de sédio (ALN) tem demostrado um efeito anabdlico no reparo 6sseo
guando associado aos enxertos provenientes de o0sso bovino liofilizado, porém a
forma de administragdo e a concentracdo ainda sdo objeto de investigacao.
Objetivo: Esta pesquisa avaliou o efeito do uso topico do ALN a 0,5%, utilizado
isoladamente ou associado ao 0sso bovino liofilizado (Bio-Oss®), sobre o percentual
de neoformacdo 6ssea e a absorcdo dos granulos do enxerto. Metodologia: Duas
cavidades de 5mm de didmetro foram confeccionadas na calvéaria de 18 ratos Wistar
e preenchidas com: ALN 0,5% veiculado em esponja de gelatina (grupo A - GA); Bio-
Oss® (grupo B - GB); Bio-Oss® embebido em ALN 0,5% (grupo AB - GAB); coagulo
sanguineo (grupo controle - GC). Os animais foram eutanasiados aos 90 dias pos-
operatorios. Os espécimes foram analisados histologicamente (hematoxilina/eosina)
e por histomorfometria com auxilio do software AutoCAD®, quanto ao percentual de
neoformacgédo Ossea e de remanescentes de granulos de Bio-Oss®. Na analise
estatistica, os grupos foram comparados utilizando o teste “t” de Student para
amostras pareadas (p < 0,05). Resultados: As médias dos percentuais de
neoformacédo Ossea foram: GA = 40,4 £ 22,2; GB = 46,0 + 22,0; GAB = 29,9 + 17,8;
GC =49,9 + 16,4, enquanto a média dos percentuais de remanescentes de granulos
de Bio-Oss® foram: GB = 9,2 + 45 e GAB = 12,2 + 7,2%. Houve diferenca
estatisticamente significativa no percentual de neoformacdo O0ssea apenas entre 0
grupo GC e GAB (p = 0,025), com preenchimento tecidual do defeito 6sseo sem
diferenca estatistica em virtude da presenca dos granulos do enxerto. Nao houve
diferenca estatisticamente significativa no percentual de remanescentes de granulos
entre 0s grupos. Conclusdo: O uso do ALN 0,5% tépico isoladamente nas
cavidades Osseas ndo alterou o percentual de neoformacdo Ossea. Quando
associado ao Bio-Oss®, diminuiu o percentual de neoformacdo Ossea e nao

interferiu na reabsorcao dos granulos do enxerto.

Descritores®: Transplante Heterélogo, alendronato, calvaria, ratos.
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ABSTRACT

Alendronate of sodium has shown the anabolic effect in bone healing when associated in the
grafts from lyophilized bovine bone, but a form of administration and the concentration are
still under investigation. Objective: This study evaluated the effect of topical of 0.5% ALN,
used alone or in association with the lyophilized bovine bone (Bio-Oss®), on the
percentage of bone formation and absorption of graft. Methodology: Two 5mm diameter
cavities were made in the cranium of 18 Wistar rats and filled with 0.5% ALN, broadcasted
in gelatin sponge (Group A — GA) Bio-Oss® (Group B — GB); Bio-Oss® soaked in 0.5%
ALN (Group AB — GAB); blood clot (Control Group — GC). The animals were euthanized at
90 days postoperatively. The specimens were analyzed histologically (hematoxylin-eosin)
and for histomorphometric analysis with the aid of AutoCAD® software, as the percentage
of bone formation and remnants of Bio-Oss® granules. In the statistical analysis, the
groups were compared using the “t” test of Student for paired samples (p<= 0.05). Results:
The mean bone formation percentages were: GA = 40.4 + 22.2%; GB = 46.0 = 22.0%;
GAB =29.9 £ 17.8%; GC = 49.9 + 16.4%, as long as the average of the percentages of the
remaining granules of Bio-Oss was GB = 9.2+ 4.5; GAB = 12.2 + 7.2%. There was a
significant statistical difference in the percentage of bone formation only between CG
and GAB (p = 0.025), with the defect filled in without statistical difference as result of the
presence of the granules of the graft. There was no significant statistical difference in the
percentage of remaining granules between the groups. Conclusion: The topical use of ALN
0.5% isolated in the bone cavities did not change the percentage of bone formation. When
combined with Bio-Oss®, decreased the percentage of bone formation and did not

interfere in the reabsorption of the graft.

Descriptorsz: Transplantation heterologous, Alendronate, Skull, Rat.
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1 INTRODUCAQ?®

Os enxertos autégenos sao considerados padrdo-ouro em termos de potencial
osteogénico, porém, sua disponibilidade é limitada e a necessidade de se obter
fragmentos 6sseos para enxertia requer um sitio cirdrgico adicional e confere maior
morbidade ao procedimento (FROUM et al., 1998; WHEELER,1997). Tem sido
relatada uma reabsorcdo do enxerto autégeno acima de 56%, em quatro meses,
tanto em estudos animais como em humanos (BLOMQVISQ et al., 1998; ZECHA,
2011). Portanto, os substitutos 6sseos como os enxertos bovinos constituem uma
opcao atrativa, pois eliminam a area doadora do préprio individuo, sua
disponibilidade é ilimitada, sdo disponiveis em varias formas e tamanhos, mostram
excelentes propriedades de osteocondutividade e possuem menor taxa de

reabsorcéo que o enxerto autégeno (PETTINICCHIO et al., 2012).

O Bio-Oss® é um osso bovino liofilizado, estéril, desproteinizado, formado
principalmente por hidroxiapatita natural (PETTINICCHIO et al. 2012), que tem
ampla aplicacdo na Odontologia, como reconstrucdo do rebordo alveolar,
preenchimento de defeitos intradsseos, periodontais, periimplantares, alvéolos
dentarios, defeitos associados a regeneracdo Ossea guiada, como também em
cirurgias para elevacdo de soalho do seio maxilar. Apesar das varias indicagoes,
uma das desvantagens do Bio-Oss® é o0 tempo entre a enxertia e sua integracdo ao
leito receptor, que pode variar de 6 a 10 meses (WALLACE et al., 2005) ou mais, 0
gue estimula a busca de sua associacdo com outras substancias que acelerem a

neoformacédo éssea local.

A regeneracdo do tecido 6sseo lesado inclui uma complexa sequéncia de eventos
moleculares que envolvem recrutamento, ligacdo e proliferacdo de células
progenitoras, acompanhada pela diferenciacdo celular nos fenotipos apropriados
gue sdo capazes de restaurar o dano tecidual (BINDERMAN, 1991). Os estudos

sobre regeneracdo Ossea tém incluido o uso de mediadores biolégicos para

3 O texto desta tese obedeceu as normas de Informacéo e documentacéo — Citagdes em documentos
— Apresentacdo da ABNT - NBR 10520, de agosto de 2002. Disponivel em: http://www.abnt.org.br/
Acesso em 11.11.2015.
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melhorar a quantidade e a qualidade do osso a ser regenerado (WOZNEY, 1992).
Os bisfosfonados (BFs) constituem um grupo de mediadores do metabolismo 0sseo
gue sdo potentes inibidores da reabsorcdo 6ssea e tem sido efetivamente usado
para controlar a ostedlise ou minimizar a perda éssea resultantes de diferentes
enfermidades (LIBERMAN, 1995). Os substitutos 6sseos sintéticos permitem a
adicdo de medicamentos, hormonios, fatores de crescimento e células-tronco em
suas matrizes (granulos) (PETTINICCHIO et al., 2012).

Os BFs séo utilizados como agentes antirreabsortivos para o tratamento de doencgas
gue tem o aumento na reabsorcdo osteoclastica, incluindo a osteoporose poés-
menopausa, doenca de Paget e tumores associados a ostedlise (COXON et al.,
2006). Os BFs que contém nitrogénio tém maior poténcia para inibir a reabsorcao
ossea. O alendronato de sodio (ALN) é um BF nitrogenado, disponivel no mercado
desde 1990, cuja atividade sobre os osteoclastos é aproximadamente 70 vezes mais
potente se comparado aos BF que nao contém nitrogénio (COXON et al., 2006;
MENEZES et al. 2005).

Uma unica dose de ALN aplicada localmente pode permitir uma adequada
distribuicdo do medicamento no 0sso, devido a alta afinidade do BF a parte mineral
deste tecido, com consequente reducédo na reabsorcdo do 0sso e indugcdo a maior
regeneracao 0ssea alveolar. Sendo assim, o ALN pode ser considerado como opcéo
terapéutica em diferentes casos de remodelacdo Ossea e no tratamento das
reabsorcdes 0sseas (YAFFE et al., 1999; SRISUBUT et al., 2007).

Varios estudos tém investigado o uso dos BFs conjuntamente com enxertos 0sseos
autégenos durante procedimentos de regeneracdo 0ssea (HABIBOVIC et al. 2005;
ALTUNDAL; GURSOQY, 2005; SEO et al. 2010). Nos estudos de Altundal et al.
(2007), quando os BFs foram administrados sistemicamente e o enxerto autdgeno foi
colocado no defeito 6sseo em ratos, a formacao éssea foi estimulada e a reabsorcéo
foi suprimida, sugerindo que a administracdo do ALN é uma potencial opcao
terapéutica para diminuir a reabsorcao de enxertos 0sseos, assim como obter uma
osseointegracdo mais rapida. Do mesmo modo, quando o enxerto 6sseo autdgeno
medular foi pré-tratado topicamente com ALN ndo sofreu reabsor¢cdo quando
enxertado no fémur de ratos. Admite-se a hipétese dos BFs, especificamente o ALN,

poder aumentar a previsibilidade do enxerto autégeno (TOKER et al., 2012).
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No entanto, poucos estudos disponiveis na literatura analisaram a associacdo de BF
em diferentes concentracdes com o Bio-Oss® no processo de reparo 6sseo, mas de
modo geral todos eles verificaram efeito positivo no processo de reparo 0sseo
resultante desta associacdo, sendo este dose-dependente (HOUSHMAND et al.,
2007; ROCHA, 2013, MOLLER et al., 2014; KIM et al., 2015).

Diante do exposto, o0 presente estudo propde-se a avaliar o efeito do ALN a 0,5%
utilizado isoladamente ou em associagcdo com 0sso bovino liofilizado (Bio-Oss®) no

processo de reparo de defeitos 6sseos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ALENDRONATO DE SODIO

O ALN é um aminobifosfonado produzido como sal monossédico do &cido
alendrénico (C4H13NO7P2), disponivel frequentemente na forma triidratada
(C4H12NNaO7P.. 3H20). Possui estrutura quimica analoga ao pirosfosfato, inibe a
reabsorcdo 6ssea, sem inibir de forma acentuada a remineralizacdo. O peso
molecular do ALN triidratado é 325,12¢g/L. O grupo amina na cadeia lateral aumenta
a poténcia na inibicdo da reabsorcao 6ssea (PARFITT, 1999).

Comecou a ser utilizado em 1990 no tratamento da osteoporose em pacientes de
alto risco, e posteriormente foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA)
para o tratamento da osteoporose pos-menopausa. E também utilizado no
tratamento de osteoporose em pacientes do sexo masculino, doenca de Paget,
osteodistrofia renal e outras doencas que exibem reducdo da atividade dos
osteoclastos (LASSETER et al., 2005; ASSAEL, 2009).

Possui grande afinidade com a matriz 0ssea, de tal forma que cerca de 50% da
droga absorvida permanece fixa no osso (KANIS et al., 1995; GANGULI et al., 2002;
VEENA; PRASAD, 2010).

O mecanismo de acdo do ALN ainda ndo estd bem desvendado. As observacdes
clinicas e histolégicas sugerem um envolvimento de recrutamento, ativacdo e
apoptose dos osteoclastos (LAZAROVICI et al., 2009). Ao ser incorporado na matriz
do tecido 6sseo, torna-se farmacologicamente inativo, até que ocorra a remodelacéo
0ssea quando passa a interagir novamente com o0s osteoclastos (PORRAS;
HOLLAND; GERTZ, 1999). De um modo geral, os BFs atuam causando efeito toxico
nos osteoclastos. Os nao-nitrogenados sado convertidos intracelularmente em
analogos néo hidrolizaveis de ATP (Adenosina trifosfato), os quais séo téxicos para
as células. Os nitrogenados, como o ALN inibem a farnesil pirofosfatase sintetase
(FPPS), que é uma enzima da via do mevalonato, resultando na inibicdo da sintese
de isoprendides geranilgeranil pirofosfatase (GGPP), na prenilacdo de pequenas
GTPs (Guanosina trifosfato), proteinas de ligacdo, como Ras e Rho que séo

responsaveis pela integridade do citoesqueleto e da sinalizacdo intracelular. A



21

inibicdo da FPPS também faz com que a acumulacéo de isoprendide difosfato (IPP),
que esta incorporada Apppl (um analogo de ATP capaz de induzir apoptose dos
osteoclastos). A captacao transitéria de BPs nitrogenados por mondcitos provoca
acumulo de IPP, que ativa y, 0-T células e desencadeia a fase aguda da reacédo
(RUSSEL; ROGERS, 1999; RUSSEL et al., 2008) (Figura 1).
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Figura 1 - Mecanismo de ac¢do molecular dos bisfosfonatos.
Fonte: Modificado de Russel et al., 2008.

A supressdo da atividade osteoclastica promove a perda da integridade do
citoesqueleto, com desaparecimento da borda ondulada, que é a membrana
convoluta dos osteoclastos, sendo essa uma forte indicacdo da inativacdo dos
osteoclastos por BFs in vivo, seguida da apoptose (HALASY-NAGY; RODAN;
RESZKA, 2001; BOIVING; MEUNIER, 2002; VAN BEEK; LOWIK; PAPAPOULOS,
2002)

Apesar da acdo priméaria do ALN ser a inibicdo da reabsor¢cdo 6ssea mediada pelos
osteoclastos, alguns estudos tém demonstrado que esses medicamentos também
interagem com os osteoblastos (REINHOLZ et al., 2000; FROMIGUE; BODY, 2002;
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IM; QURESHI; KENNEY, 2004). Tem sido demonstrado que o ALN pode aumentar a
proliferacdo e maturacéo de osteoblastos e inibir a sua apoptose. O efeito do ALN na
atividade osteoblastica pode ser mais importante para o aumento na formacao do
0sso durante a cura dos defeitos do que sua atividade nos osteoclastos
(TENENBAUM et al., 2002; SCHWARTZ et al., 2011).

2.2 ESTUDOS EXPERIMENTAIS SOBRE A ACAO DO ALN NO REPARO
OSSEO

Os primeiros relatos sobre o efeito do ALN sobre o remodelamento Gsseo alveolar
encontrados na literatura foram de Yaffe et al. (1995). Os autores avaliaram a agao
do ALN tanto local (0,15; 0,75 e 1,5 mg/mL) quando sistemicamente por via
endovenosa (0,5mg/kg). Para isso, confeccionaram um retalho de espessura total
em mandibula de ratos. O ALN local foi aplicado sobre o rebordo alveolar veiculado
em esponjas de colageno embebidas nas diferentes concentracbes da substancia,
durante 10 segundos. No lado controle, foi utilizada solucdo salina. A partir dos
resultados obtidos por radiomicrografia de alta resolucdo, os autores néo
observaram diferenca estatisticamente significativa na inibicdo da reabsor¢cao 6ssea
entre 0 grupo controle e o testado, quando da aplicacéo local do ALN, enquanto que

a administracao sistémica reduziu significantemente a reabsorgéo 6ssea.

Em 1999, Yaffe et al. avaliaram a eficacia da absorcdo do ALN pelo 0sso, por meio
de estudo em ratos submetidos a cirurgia para deslocamento de retalho
mucoperiosteal. Uma esponja de gelatina embebida em 10uL de ALN foi inserida
sobre 0 0sso exposto na regido de pré-molares e molares, em ambos os lados da
mandibula. Os autores observaram que os niveis de ALN estavam mais elevados no
local da cirurgia e que a absorcédo pelo osso alveolar no lado experimental foi de
aproximadamente 10% da dose; no lado contralateral, a absorcéo foi 20 a 30% do
total absorvido no lado experimental. A droga foi encontrada no osso da tibia, nos

tecidos mole e 6sseo do lado contralateral, indicando absorcao sistémica.

Srisubut et al. (2007) avaliaram o efeito anabdlico do ALN 20mg/mL associado ao
vidro bioativo e aplicado localmente em mandibula de 26 ratos distribuidos em
grupos experimental (vidro bioativo embebido em solugdo de ALN) e controle (vidro

bioativo embebido em solucdo salina). Apds quatro semanas, por meio de andlise
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histomorfométrica, constataram que no grupo experimental a neoformacao éssea foi
estatisticamente superior a do grupo controle, mas o numero de osteoclastos nédo foi
alterado. Concluiram que o ALN local em dose Unica melhora a neoformacgéo 6ssea
e pode ser considerado como uma opcao terapéutica para reabsorcado éssea.

Naidu et al. (2008) pesquisaram os efeitos do ALN 10 mol/L, 10 mol/L, 10* mol/L
e 10® mol/L na viabilidade e funcéo celular dos osteoblastos em meios de cultura, e
encontraram  viabilidade celular significantemente diminuida, diretamente
proporcional a concentracdo da droga; observou que em baixas concentracdes e em
tratamentos estendidos, o ALN pode trazer alguns efeitos benéficos, sem diminuir a
viabilidade celular. Altas concentracdes das drogas diminuiram significantemente a
viabilidade celular e foram citotoxicas. A viabilidade celular foi significativamente

maior no grupo controle em relacdo ao experimental em todos os tempos avaliados.

O efeito de diferentes concentracées de ALN 10+, 10°, 10, 107, 10® M na
reabsorcdo Ossea de enxertos autdgenos foi objeto de estudo de Kawata et al.
(2004). Os autores testaram o efeito do ALN na diferenciacdo osteoclastica e no
volume 06sseo em 135 camundongos submetidos a cirurgia para colocacdo de
enxerto 0sseo autdégeno no tecido subcutaneo. Obtiveram uma menor reabsorgéo
6ssea na presenca do ALN 10“ e que a quantidade de reabsorcdo foi dose
dependente. No grupo controle, 0 enxerto desapareceu em cinco semanas, no
entanto, no grupo experimental, apenas cerca de 20 a 40% do enxerto foi
reabsorvido. O grupo experimental foi subdividido em dois novos grupos: um grupo
recebeu injecdo intraperitoneal de ALN cinco semanas ap0s a colocacao do enxerto
e 0 outro ndo recebeu o ALN, tendo o grupo medicado demonstrado reducéo
significativa no numero de osteoclastos. O numero de osteoclastos foi
significativamente menor no grupo tratado com ALN, sugerindo que a reabsor¢ao
0ssea nos estagios iniciais do enxerto é controlada pela acdo do ALN. Os autores
concluiram que o ALN na concentracdo de 10“M inibiu a reabsorcdo do enxerto

ectépico.

Sun et al. (2012) analisaram o efeito do ALN 102,103, 104, 10, 10%, 107 e 10 M,
em cultura de osteoblastos humanos, sobre a expressdo e atividade de
metaloproteinases de matriz (MMP) e a expresséao dos inibidores teciduais de MMPs

em meios expostos a varias concentragfes de ALN. Como resultado, observaram
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que apols trés dias de tratamento as células permaneciam vidveis, porém a
viabilidade diminuia de acordo com o aumento na concentragdo do ALN.
Demonstrando assim que o efeito do ALN é dose dependente.

Altundal e Gursoy (2005) demonstraram em estudo realizado no fémur de ratos, que
o tratamento com injecdo subcutédnea de ALN 0,25mg/kg diariamente por 2, 4 e 12
semanas aumentou significantemente o nimero de osteoblastos, e ainda a area de
neoformacédo 6ssea, mostrando que o tratamento com BFs podem prover beneficios,
ndo somente com efeitos antirreabsortivos, mas também com efeitos na formacéo

Ossea.

Santamaria-Junior et al. (2010) ndo encontraram diferenca na densidade Ossea
alveolar na mandibula de ratos tratados com ALN (1mg/kg, 2x por semana, via oral)
e eutanasiados aos trés meses de idade. Concluiram que o ALN néo altera a
morfologia do osso alveolar, mantendo as caracteristicas teciduais estruturais,

semelhante as de animais saudaveis.

Shimizu et al. (2012) observaram que o ALN 10 ug/100 g, por semana, aumenta a
expressao de genes e de proteinas de membrana que atuam na ligacao osteoclasto-
osteoblasto, além de suprimir a expressao da sialoproteina 0ssea e da osteonectina.
Verificaram também que apos a auséncia de osteoclastos, o ALN néo afetou a
diferenciacdo dos osteoblastos, indicando a necessidade de pré-osteoclastos para
os efeitos do ALN. Sendo assim, acredita-se que a diferenciacdo dos osteoblastos e
a mineralizacéo esta diretamente ligada aos precursores dos osteoclastos, ou seja,
0s osteoclastos apresentam receptores de membrana que se ligam a osteoblastos,
estimulando ou suprimindo a diferenciacédo dos osteoblastos, e assim, a producéo de

matriz 6ssea.

Vicente-Neto et al. (2010) observaram, por meio de analise histomorfométrica, maior
formacdo de tecido 6sseo, em defeitos 6sseos confeccionados em tibias de ratos

gue fizeram uso de ALN 0,7mg/kg uma vez por semana, por via subcutanea.
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2.3 ASSOCIAGCAO BIO-OSS®-ALENDRONATO

Em 2007, Housmand et al. avaliaram, por meio de histomorfometria, o uso do
pamidronato associado ao Bio-Oss® em defeitos criados em mandibulas de ovelhas
e observaram que esta associacdo melhorou as propriedades de osteoconducgéo e
regeneracdo 0ssea neste material, houve maior neoformacédo 6ssea e reducédo do

numero de osteoclastos.

Rocha (2013) investigou os efeitos do uso tépico do ALN, nas concentracdes de 0,5
e 1%, associado ao Bio-Oss® inserido nos defeitos ésseos confeccionados em
calvaria de coelhos. Os resultados obtidos por radiomicrografias, aos 30 e 60 dias de
pos-operatorios, mostraram que o ALN, em ambas as concentracdes, quando
adicionado ao 0sso bovino, acelerou o processo de reparo 0sseo quando
comparado com 0 0sso bovino isoladamente, sendo que na concentracdo de 0,5%
promoveu maior percentual de reparo 6sseo (98%) que o Bio-Oss® isoladamente
(84%).

Moller et al. (2014) investigaram se a aplicacao topica do ALN (1mg/mL), veiculado
na membrana de coldgeno ou em o0sso mineral bovino, previne a reabsorcdo da
superficie de enxertos em bloco. Seis blocos 6sseos corticoesponjosos proveniente
de ramo mandibular de 08 porcos adultos foram fixados com parafusos de titanio no
processo alveolar da mandibula bilateralmente (trés no lado teste e trés no lado do
controle), simulando aumento da crista 6ssea. Apos a fixacéo, eles foram cobertos
no lado do teste com: (1) membrana de colageno Bio-Gide® impregnada com ALN;
(2) Bio-Oss® embebido em ALN, e (3) solucdo de ALN. No lado do controle, foi
realizado mesmo o tratamento, exceto a aplicacdo topica do bisfosfonato. Apds 3
meses, 0s animais foram sacrificados e a avaliacao incluiu a marcacéao fluorcrémica
e a mensuracdo do crescimento 6sseo por microradiografia. Foi observado que o
uso toépico do ALN reduziu a reabsorcdo 6ssea durante o processo de remodelacéo
0ssea, mas foram observadas areas de osteonecrose na parte inferior dos enxertos

0sseos, principalmente no grupo 2.

KIM et al. (2015) investigaram se o ALN (em alta=10mM e baixa =1mM
concentragcfes) e a proteina 6ssea morfogenética recombinante-2 (rhBMP-2) tem

efeito sinérgico na regeneracdo Ossea, quando associados ao Bio-Oss®. O
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experimento foi realizado em calvaria de 36 seis ratos. Os animais foram
sacrificados apos 2, 4 e 8 semanas apoés a cirurgia. Apés analise histomorfométrica,
0s autores consideraram que a associacdo rhBMP-2 + ALN em baixa concentracéo
+ Bio-Oss® apresenta melhores resultados pela reducédo da atividade de RANKL

(fator de diferenciagéo osteoclastica), que o uso isolado dos mesmos.
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3 PROPOSICAO

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do uso topico do alendronato de sddio a 0,5%, utilizado
isoladamente ou associado ao Bio-Oss®, sobre o reparo ésseo, nos defeitos

confeccionados em calvaria de ratos.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Descrever histologicamente o processo de reparo O6sseo de cavidades
confeccionadas em calvaria de ratos preenchidas com ALN a 0,5%, associada
ou nao ao 0sso bovino liofilizado;

b) Verificar, através de analise histomorfométrica, se o ALN a 0,5%, associado
ou ndo ao 0sso bovino liofilizado, aumenta o percentual de neoformacao
O0ssea em defeitos produzidos na calvaria de ratos;

c) Verificar, através de analise histomorfométrica, se a adicdo de ALN a 0,5%,
interfere no percentual de 0sso bovino liofilizado remanescente, enxertado em

defeitos produzidos na calvaria de ratos.



28

4 METODOLOGIA

4.1 CONSIDERACOES ETICAS

Este trabalho foi realizado junto ao Programa de PéOs-Graduacdo em Clinica
Odontolégica do Curso de Odontologia da UFES, dentro da linha de pesquisa Bases
biolégicas e clinicas em Odontologia. Todos os procedimentos adotados durante as
técnicas envolvendo os animais seguiram o0 que preconiza o Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal, em cumprimento a Constituicdo do Estado, Lei n°® 11.915,
artigo 82, inciso IV, de 21 de maio de 2003. A pesquisa foi desenvolvida apos
aprovacdo do seu projeto pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFES, protocolo n. 010/2014 (Anexo A).

Foram adotados os Principios Eticos em Experimentacdo Animal, preconizados pelo
Conselho Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), instituicdo filiada ao
International Council for Laboratory Animal Science e respeitados 0s preceitos
apresentados pela Legislacdo Brasileira de Animais de Experimentacdo, Lei n. ©
11.794, de 09 de outubro de 2008.

4.2 DELINEAMENTO DA PESQUISA

Esta pesquisa foi desenvolvida dentro do paradigma tradicional quantitativo, grupo
controle/pos-teste (CAMPBELL; STANLEY, 1979).

Xea O
Xeae O
Xee O
Xec O

Onde: X = Tratamento; O = Observacdo/90 dias; GA = Alendronato; GAB = Bio-

Oss® + Alendronato; GB = Bio-Oss®; GC = grupo controle/coagulo sanguineo.

4.3 AMOSTRA E DISTRIBUICAO DOS GRUPOS

A amostra foi constituida por 18 ratos Wistar, machos, adultos, com peso corporal
médio de 300g. Na calvaria de cada animal, foram confeccionadas duas cavidades,

totalizando 36 defeitos 6sseos.
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As cavidades Osseas foram preenchidas de acordo com o tratamento instituido de

forma a constituir 04 grupos, conforme exposto no quadro 1.

Quadro 1 - Distribuicdo dos grupos de acordo com o tratamento instituido.

GRUPOS Substancia (anirrr]lais) Cavidade Ossea
GA ALN 0,5% Cavidade direita
GAB Bio-Oss® + ALN 0,5% 09 Cavidade esquerda
GB Bio-Oss® Cavidade direita
GC Coagulo sanguineo 09 Cavidade esquerda

GA = Grupo A; GB = Grupo B; GAB = Grupo AB; GC = Grupo C; ALN = Alendronato de sodio

Os animais foram acondicionados em gaiolas coletivas de polipropileno com quatro
ou cinco animais em cada gaiola, sob condi¢cdes controladas de temperatura (22 +
2°C) e umidade (50 + 10%) e ciclo claro/escuro de 12 horas (7-19h), com acesso a
agua e alimentacdo padrdao (MP-77, Primor®) ad libitum. O reparo 0sseo foi

observado 90 dias apds o procedimento cirdrgico.
4.4 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os procedimentos cirurgicos foram realizados no Biotério da UFES. Apds a pesagem
em balanca de precisdo, os animais foram anestesiados com Cloridrato de Ketamina
10% (0,05 mL/100 g)* e Cloridrato de Xilazina 2% (0,025 mL/100 g)° (Figura 2), por
via intraperitoneal. Foi realizada profilaxia antibiética com Enrofloxacino® 2,5%,
10mg/kg de peso do animal, por via subcutanea, sob orientacdo do médico-

veterinario’, responsavel-técnico pelo Biotério da UFES.

“Ketamina Agener®. Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A. Embu-Guacu /SP, Brasil
*Anasedan®, Sespo Industria e Comércio Ltda. Paulinia/SP, Brasil

SFlotril® 2,5%,Intervet Schering-Plough, Rio de Janeiro/ RJ, Brasil

7 Dr. Rodolpho José da Silva Barros — CRMV-ES 1589
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Figura 2 - Cloridrato de Ketamina 10% (Ketamina Agener®) e Cloridrato de Xilazina 2%
(Anasedan®) utilizados para anestesia geral e Enrofloxacino 2,5% (Flotril®) como antibioticoterapia
profilatica.

Fonte: Dados da pesquisa. PPGCO/UFES, 2015.

Os ratos foram tricotomizados, com auxilio de aparador elétrico de pelos®, na regido
superior da cabeca, compreendida entre os pavilhbes auriculares externos. A
antissepsia da regido tricotomizada, incluindo a pelagem em torno dessa area, foi
realizada com digluconato de clorexidina a 2%°, seguida pela colocacdo de um
campo cirargico de TNT, fenestrado, estéril, com dimensdes de 20 cm X 20 cm, para
expor a cabeca do animal e cobrir o restante do corpo, como barreira para controle
de infeccdo. O procedimento cirdrgico ocorreu de forma independente, sobre uma
bancada coberta com campo cirdrgico estéril descartavel e com troca de material

cirargico para cada animal.

Como anestésico local foi utilizado Cloridrato de Lidocaina a 2% com norepinefrinal.:
100.000'°, com infiltracdo anestésica subcutanea, com finalidade de hemostasia e
analgesia transoperatéria adicional, além de auxiliar no controle de dor no pos-
operatorio imediato. Apos infiltracdo anestésica, foi realizada uma incisédo
dermoperiostal coronal linear, com lamina de bisturi n.°15, montada em cabo de
bisturi Bard Parker n.°3, medindo cerca de 1,5 cm de extensédo, compreendida entre
as orelhas, sempre com apoio em base O6ssea (Figura 3A). Apds esse
procedimento, o periésteo foi divulsionado com descolador de Molt e afastado
juntamente com os demais tecidos, expondo a superficie externa da calvaria (Figura
3B).

8Philips StyleShaver - QS6141/32, Philips, Sdo Paulo, Brasil
°Riohex 2%, Rioguimica Indlstria Farmacéutica, Sdo José do Rio Pret, Brasil
Alphacaine 1:100, DFL Industria e Comercio S/A, Rio de Janeiro, Brasil
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Figura 3 - A) Inciséo dermoperiostal coronal, apos tricotomia. B) Descolamento do peridsteo e
exposicdo da calvaria.
Fonte: Dados da pesquisa PPGCO/UFES, 2015.

Duas cavidades medindo 5mm de diametro, uma direita e outra esquerda, foram
confeccionadas nos 0ssos parietais, lateralmente a sutura sagital mediana (Figura 4
e Figura 5B), medidas com o auxilio de um paquimetro metélico analégico. Estes
defeitos 6sseos foram confeccionados com broca multilaminada em formato de pera,
com maior diametro de 5 mm (Figura 5A), correspondente ao tamanho dos defeitos
0sseos, montadas em peca de mao reta, com auxilio de um motor elétrico em baixa
rotacdo. A broca foi pressionada levemente com movimentos intermitentes no
sentido superoinferior, sob irrigacdo constante com soro fisiolégico a 0,9%, com
rompimento das corticais externa e interna da calvaria, sem lesar as meninges. A
diploe de um rato com 90 dias tem aproximadamente 1 a 1,5mm de espessura.

" Ossos parietais

*>  Cavidade-direita

Cavidade- esquerda

* Sutura sagital mediana

Sutura coronal

Figura 4 - Representacdo esquematica da calvaria do rato. Defeitos 6sseos de 5mm de diametro (d)
(cavidades direita e esquerda), confeccionados nos 0ssos parietais.
Fonte: Dados da pesquisa. PPGCO/UFES, 2015.

Figura 5 - A) Confecc¢édo das cavidades 6sseas utilizando broca multilaminada em forma de pera, em
baixa rotacao, sob irrigagdo com soro fisiolégico. B) Cavidades dsseas direita e esquerda
confeccionadas nos 0ssos parietais a cada lado da sutura sagital mediana.

Fonte:: Dados da pesquisa. PPGCO/UFES, 2015.
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Apds a confeccdo das cavidades, essas foram irrigadas abundantemente com
solucdo fisiolégica 0,9%, para remocao dos residuos gerados no processo de
confeccao dos defeitos e secadas com gaze estéril. As substancias foram inseridas
nas cavidades de acordo com os grupos (Quadro 1):

Grupo A (GA =ALN 0,5%): 09 cavidades 6sseas (do lado direito) foram preenchidas
com ALN manipulado na concentracdo de 1,6 mg/L (0,5% ou 5mg/mL) pela
Pharmécia Specifica Ltda., Bauru-SP, Brasil (ANEXO B) (Figura 6A). Uma esponja
de gelatina reabsorvivel estéril (Gelita Spon®, Gelita® Medical'!, Amesterdan,
Holanda, 125X80X1mm) (Figura 6B) foi utilizada como veiculo e para manutencao
do ALN na cavidade Gssea. A esponja possui 1mm de espessura e foi recortada em
discos de 5mm de diametro. Os discos foram embebidos em 0,15mL da solugéo de
ALN e inseridos nas cavidades (Figura 6C).

e > SRR T

Figura 6 - A) Solucédo de ALN 0,5%; B) Esponja de gelatina reabsorvivel, utilizada como veiculo para
insercdo do alendronato de sédio na cavidade Ossea; C) Disco de esponja de gelatina de 5mm
embebido na solucéo de ALN.

Fonte: Dados da pesquisa. PPGCO/UFES, 2015.

Grupo B (GB= Bio-Oss®): osso bovino liofilizado marca Bio-Oss® (fabricante
Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Switzerland) (Figura 7), na granulagéo fina (0,25 a
1mm) foi inserido em cavidades do lado direito de 09 animais. Ap6s umidificado com
solucdo salina, o biomaterial foi inserido delicadamente de forma que ndo fosse
comprimido excessivamente e mantivesse espaco suficiente para a formacdo de
novo osso (Figura 8A). A insercdo do material foi realizada através de cureta

alveolar de Lucas.

Uhttp://www.gelitamedical.com
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Figura 7 - A) Granulos de Bio-Oss®0.25-1.0mm e B) respectiva embalagem com especificacdes.
Fonte: web - www.geistlich.com.br

Grupo AB (GAB = Bio-Oss® + ALN 0,5%): os granulos de Bio-Oss® foram
embebidos em 0,15mL solucdo de ALN e inseridos nas cavidades ésseas do lado

esquerdo de 09 animais;

Grupo C (GC = Controle/Coagulo sanguineo): no grupo controle ndo foram
inseridas substancias, as cavidades do lado esquerdo de 09 animais foram
preenchidas com coagulo sanguineo autégeno proveniente do préprio leito cirdrgico
(Figura 8A).

Os tecidos foram reposicionados, tomando-se os devidos cuidados para que o
peridsteo revestisse as cavidades, e o tecido cutaneo suturado com fio nylon 5-0%?
(Figura 8B), com pontos simples interrompidos, com o auxilio de um porta-agulha

Mayo Hegar e uma pin¢a Adson Brown.

Figura 8 - A) Cavidade Ossea direita preenchida com granulos de Bio-Oss® e cavidade esquerda
sem material (coagulo sanguineo). B) Sutura com pontos isolados utilizando fio nylon 5-0.
Fonte: Dados da pesquisa. PPGCO/UFES, 2015.

A regido foi limpa com gaze umedecida em soro fisiologico, para remocao dos

residuos de sangue, e os animais foram colocados na posi¢cdo de decubito ventral

2http://www.gelitamedical.com
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em suas gaiolas correspondentes, para recuperacdo da anestesia. Para controle da
dor pés-operatéria, foi administrado Paracetamol Gotas 200mg/Kg!3, via oral,
imediatamente apds o término do procedimento e por mais trés dias, sendo

adicionado ao recipiente de agua de beber dos animais.

45 MORTE DOS ANIMAIS E OBTENCAO DAS PECAS OPERATORIAS

Alcancado o periodo de observacao pés-operatorio de 90 dias, os animais foram
mortos por meio de dose letal de cloridrato de Xilazina® 15mg/kg a 30mg/kg e
cloridrato de Ketamina® 150mg/kg a 225mg/kg de peso do animal.

Para obtencao da peca operatoria foi realizada uma inciséo na regido mais posterior
dos tecidos moles da cabeca, com de lamina de bisturi n.°15, montada em cabo
Bard-Parker n.°3, com o intuito de ndo danificar a regido 0ssea de interesse. O
tecido mole sobre a calvaria foi removido com o auxilio de tesoura Metzenbaum e
pinca Adson Brown, promovendo uma ampla visualizacdo da calvaria, incluindo os
0SS0s parietais. Seguiu-se com a remocao dos 0ssos parietais contendo a area em
regeneracao 0ssea, por meio de osteotomia, utilizando-se uma broca tronco-cénica
n. 701, em baixa rotacéo e sob irrigacdo constante de solucao fisioldgica a 0,9%. A
linha de osteotomia respeitou uma distancia de 4 a 5 mm da area dos defeitos.
Realizadas as quatro linhas de osteotomia em torno dos defeitos 0sseos, a parte de
interesse na calvaria foi removida com o auxilio de um descolador de Molt e uma
pinca Adson Brown. Apds exame macroscopico local, as pecas operatorias foram
imediatamente armazenadas em recipientes plasticos, com a finalidade de evitar as
alteracdes post mortem dos tecidos. Este material identificado foi mergulhado em

formalina neutra tamponada a 10%, para fixacdo e conservacgao.

Os animais foram descartados em sacos plasticos e enviados para incineracao,

conforme protocolo do Biotério da UFES.

BTylenol®, Janssen-Cilag Farmacéutica LTDA., Sdo José dos Campos - SP



35

4.6 CONFECCAO DAS LAMINAS HISTOLOGICAS

Apés fixados em formol tamponado a 10%, os espécimes foram lavados
abundantemente em &gua corrente por um periodo de 6 horas, e iniciou-se o
processo de descalcificacdo em acido nitrico a 5% por um periodo de 48 a 72 horas.
Apébs o periodo de descalcificacdo, os espécimes foram colocados em solucdo de
sulfato de sédio a 5% para neutralizacdo do efeito do &cido nitrico. Em seguida, os
espécimes foram lavados novamente em agua corrente, e armazenados em alcool

70% para posterior processamento histolégico.

Cada calvéria foi entdo seccionada ao longo da sutura parietal, dividindo os blocos
em lado direito e lado esquerdo, cada lado contendo um defeito 6sseo (Figura 9A).
Estes defeitos foram entdo seccionados parassagitalmente, ao longo de seu maior

didametro, obtendo-se duas metades de cada cavidade em regeneragéo (Figura 9B).

Figura 9 - Preparo das pecgas para inclusdo em parafina. A) Corte longitudinal separando as
cavidades entre si. B) Corte longitudinal dos defeitos ao longo de seus maiores diametros.
Fonte: Dados da pesquisa. PPGCO/UFES, 2015.

As pecas foram identificadas e armazenadas em alcool 70%, transferidas para o
aparelho processador automatico de tecidos (Lupetec modelo PT 05, Sdo Carlos/SP,
Brasil)}* onde o material foi submetido a banhos sequenciais nos reagentes

descritos abaixo:

e Alcool 70: 1 hora
e Alcool 80: 1 hora
e Alcool 90: 1 hora
e Alcool 100 I: 1 hora
e Alcool 100 II: 1 hora

http://www.lupetec.com.br
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e Alcool 100 llI: 1 hora

e Alcool/ xilol 1/1: 1 hora

e XilolI: 1 hora

e Xilolll: 1 hora

e Xilol lll: 1 hora

e Parafina I: 1 hora e 30 minutos

e Parafina Il: 30 minutos

Cada espécime foi entdo submetido ao 3° banho de parafina por 30 minutos e

incluido em blocos utilizando parafina de incluséo.

Realizou-se a microtomia dos espécimes na espessura de 07 micrédmetros
(Microtomo LEICA, modelo RM2125 RTS, Leica Biosystems Nussloch GmbH,
Nussloch, Alemanha)®>, em cada hemicavidade. Duas seccdes de 07 micrometros
na area de maior diametro do defeito, paralelas ao corte parassagital foram retiradas
em cada bloco de parafina, sendo uma delas utilizadas para andlise

histomorfométrica (a que melhor representasse as estruturas teciduais).

Apés um periodo de 24 horas na estufa a 40°C, realizou-se a coloracdo das laminas

através da técnica de hematoxilina-eosina (HE), conforme descrito abaixo:

e Desparafinacédo através de 3 banhos em xilol, 1 banho em alcool/xilol 1:1, 2
banhos em alcool absoluto e 1 banho em alcool 96°, sendo cada banho de 3
minutos;

e Hidratacdo do material com banho em agua corrente por 5 minutos;

e Coloracao em hematoxilina de Harris por 5 minutos;

e Procedeu-se a diferenciacdo do material mergulhando-o rapidamente em
solucéo de alcool-acido (100 mL de alcool 95° e 5 gotas de acido cloridrico);

e Lavagem em agua corrente por 10 minutos;

e Coloracao em eosina de Lison por 2 minutos;

e Retirada do excesso de corante lavando rapidamente em agua;

e Desidratacdo e montagem do material através de 1 banho em éalcool 96° e 2

banhos em &lcool 100, sendo cada banho por 1 minuto;

Bwww.leica-microsystems.com
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e 1 banho em Aalcool/xilol 1:1 e 3 banhos em xilol sendo cada banho de 3
minutos;

e Montagem do corte na lamina de vidro utilizando DPX e coberto com laminula
de vidro.

4.7 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

A captura das imagens das laminas histologicas foi realizada com auxilio de
fotomicroscopio o6ptico (Primo Star, Zeiss)'®, com objetiva de 10 vezes de
magnificacdo acoplada a uma camera fotografica AxioCam ERc5s, disponibilizados

pelo Laboratério de Patologia Molecular/UFES (Figura 10).

Figura 10 - Fotomicroscépio 6ptico Primo Star Zeiss com camera acoplada AxioCam ERc5s.
FONTE: Dados da pesquisa. PPGCO/UFES, 2015.

Apesar de ter sido utilizada na objetiva de 10X do fotomicroscopio, devidos as
dimensdes do defeito 6sseo, ndo foi possivel fazer a captura de toda a extenséo da
imagem em uma Unica fotomicrografia, portanto foram obtidas de 5 a 10 imagens de
cada lamina histologica, montadas de forma que representasse o defeito total
(Figura 11), utilizando o software Microsoft Powerpoint for mac 2011 version 14.3.9,
e transferidas posteriormente para o software AutoCAD® 2010, no qual foi realizado

a analise histomorfométrica.

Figura 11 - Montagem das imagens para obtencéo de todo o defeito dsseo.
Fonte: Dados da pesquisa. PPGCO/UFES, 2015.

8http://www.zeiss.com.br/microscopy
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Com o emprego do AutoCAD®!’ foram obtidas as seguintes medidas em cada
imagem (Figura 12 e Figura 13): area total do defeito 6sseo, area de 0sso
neoformado, area de tecido conjuntivo (incluindo tecido fibroso, vasos sanguineos,

tecido adiposo), e area de granulos de Bio-Oss®.
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Figura 12 - Histomorfometria com auxilio do AutoCAD®: &rea total do defeito (linha vermelha), do
0sso neoformado (linha preta), do tecido conjuntivo (linha amarela) e dos granulos de Bio-Oss® (linha
azul), no defeito 6sseo do grupo AB (Alendronato 0,5%+Bio-0ss®).

Fonte: Dados da pesquisa. PPGCO/UFES, 2015.
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Figura 13 - Histomorfometria com auxilio do AutoCAD®: area total do defeito (linha vermelha) tecido
0sseo neoformado (linha preta) tecido conjuntivo (pontos azuis ligados pela linha amarela), no defeito
0sseo do grupo controle.

Fonte: Dados da pesquisa. PPGCO/UFES, 2015.

17 Assessoria AutoCAD® - Engenheiro eletricista e Arquiteto Leonardo Bof Loureiro.
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As areas de artefatos dsseos foram excluidas das areas totais dos defeitos, quando
existentes. A partir da medida das areas de cada animal, foram obtidas as médias
das referidas &reas para cada grupo e calculados o percentual de osso neoformado,

COMmo se segue:

% de osso neoformado = Média da area de osso neoformado X100
Média da area total do defeito

4.8 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica'® deste trabalho foi realizada através de medidas de amplitude,
tendéncia central, variabilidade.

Nas comparacdes das porcentagens de osso neoformado, de tecido fibroso e de
granulos de Bio-Oss® remanescente entre 0s grupos, foi aplicado o teste t de
Student para amostras independentes (“STUDENT”, 1908). O teste t compara dois
grupos, calcula a diferenca entre cada conjunto de pares e analisa se estas
diferencas séo significativas (MOTTA; WAGNER, 2003). O nivel de significancia

utilizado foi de 5% e intervalo de confianca de 95%.

O software estatistico utilizado nas analises foi o IBM SPSS® Statistics version 21.

18 Consultor e assessor estatistico: Elton Netto Sperandio.
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5 RESULTADOS

Os resultados estdo apresentados na forma de descricdo das laminas histolégicas,
realizada com supervisdo de Patologista Bucal experiente!® e de representacédo
estatistica decorrente da andlise histomorfométrica.

5.1 RESULTADOS HISTOLOGICOS DESCRITIVOS
5.1.1 Grupo controle (GC) - Coagulo sanguineo

No grupo controle, as imagens da area do defeito evidenciam é&reas de 0sso
neoformado imaturo, distribuido de forma regular e recoberto superiormente por
tecido conjuntivo fibroso. Nas areas do osso neoformado, observa-se ostedcitos em

suas lacunas (40X), dispostos de maneira bem distribuida (Figura 14).

Figura 14: Fotomicrografia do defeito 6sseo no grupo controle mostrando areas de tecido ésseo
neoformado (ON) circundada por tecido conjuntivo (TC) altamente celular e ostedcitos (OC)
enclausurados em suas respectivas lacunas (HE, Aumento 10X/40X).

Fonte: Dados da pesquisa. PPGCO/UFES, 2015.

5.1.2 Grupo A (GA) - ALN 0,5%

Os defeitos 6sseos preenchidos por esponja de gelatina embebida em ALN 0,5%
mostram areas de neoformacdo 6ssea, com maior concentracdo de ostedcitos na
regido superior do defeito, enquanto a regido inferior voltada para as meninges
observa-se menor quantidade (40X), o tecido conjuntivo presente, ocupa pequena

area no defeito, e a maior parte esta sobre o osso neoformado. No limite do defeito

19 Profa. Dra. Liliana Aparecida Pimenta de Barros — CRO-ES 5596.
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observa-se uma linha nitida basofilica, caracterizando a linha de reverséo (setas).
(Figura 15A e B).

Figura 15A e B: Fotomicrografia do defeito 6ésseo do grupo A (Alendronato 0,5%), mostrando
area de osso neoformado (ON), na superficie interna, e superiormente circunscrita por tecido
conjuntivo fibroso (TC). Nota-se a presenca de ostedcitos aprisionados em suas lacunas (HE,
Aumento 10X e 40X). Nota-se osso neoformado maduro (Aumento 40X, B). No limite do defeito
observa-se uma linha nitida basofilica, caracterizando a linha de reversao (setas).

Fonte: Dados da pesquisa. PPGCO/UFES, 2015.

5.1.3 Grupo B - Bio-Oss®

Os defeitos 6sseos preenchidos com Bio-Oss® evidenciam éareas de 0sso
neoformado imaturo, revelada pela presenca de ostedcitos (40X), as areas de ON e
granulos de Bio-Oss® remanescentes estdo circundados por tecido conjuntivo

altamente celular (Figura 16A e B).

Figura 16A e B: Fotomicrografia do defeito 6sseo do grupo B (Bio-Oss®), evidenciando areas de
0sso neoformado (ON) com ostedcitos (OC), areas remanescentes dos granulos de Bio-Oss®
(BO) circundado por tecido conjuntivo fibroso altamente celular (TC) (HE, em A aumento de 10X
e, em B aumento de 40X).

Fonte: Dados da pesquisa. PPGCO/UFES, 2015.
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5.1.4 Grupo AB (GAB) - ALN 0,5%+ Bio-Oss®

As imagens histolégicas do GAB mostram granulos de Bio-Oss® remanescentes no
interior do defeito 0sseo e espac¢os negativos dos granulos, a periferia destes
espacos € constituida por tecido ésseo imaturo, entremeado com tecido conjuntivo

fibroso altamente celular (Figura 17A a D).

>
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Figura 17A a D: Fotomicrografia do defeito 6sseo do GAB (Alendronato 0,5% + Bio-Oss®).
Observa-se areas preenchidas pelo Bio-Oss® (BO) remanescente, assim como espagos
negativos deixados pelos granulos de BO; evidenciada por estreitas faixas de 0sso récem
formado, circundadas por areas de tecido conjuntivo (TC). (HE, Aumentos: em A de 4X em B e
C de 10X e em D de 40X).

Fonte: Dados da pesquisa. PPGCO/UFES, 2015.

5.2 RESULTADOS ESTATISTICOS

A caracterizacdo da amostra esta expressa na Tabela 1 que reune os resultados
estatisticos descritivos (valor minimo, maximo, média e desvio-padrdo) em
percentual (%) de todos os valores obtidos de osso neoformado, tecido conjuntivo e

granulos remanescentes de Bio-0ss® (quando presentes), em todos 0s grupos.



43

Tabela 1 - Caracterizagdo da amostra, estratificada por grupo e tipo de tecido
observado ou material remanescente. Vitoria/ES, Brasil (2015).

y : o Bio-Oss®
ariavel
Osso neoformado Tecido conjuntivo remanescente
Min  Max M (%) Min  Max M (%) Min  Max M (%)
Grupo %) (%) +DP (%) (%) + DP (%) (%) + DP

GA 11,3 73,1 40,4222 3,8 46,0 18,0+*13,6 - - -

GAB 98 66,6 299+178 | 0,8 740 248+218 | 1,6 251 122+7.2

GB 152 88,0 46,0+220 | 98 626 328+206 | 41 164 92+45

GC 190 69,1 499+164 | 3,8 334 13,7+8,7 - - -

M = Média; DP= Desvio-padrao; GA= Grupo A; GB=Grupo B; GAB= Grupo AB; GC = Grupo Controle;
Min = limite minimo do intervalo de confianga; Max = limite maximo do intervalo de confianga.
Fonte: Dados da pesquisa. PPGCO/UFES, 2015.

A seguir estdo descritas as comparacdes entre 0s grupos das medias percentuais
das areas de 0sso neoformado, tecido conjuntivo e granulos remanescentes de Bio-
Oss® (quando presentes), bem como entre o volume tecidual total decorrente da

soma dos percentuais dos componentes que preenchem o defeito.

5.2.1 Grupo A (ALN 0,5%) X Grupo Controle (Coagulo Sanguineo)

A média do percentual de osso neoformado no GA foi de 40,4 + 22,2%, enguanto no
GC correspondente foi de 49,9 + 16,4%, mostrando que houve menor formacéo de
0sso quando inserida esponja de gelatina embebida em solucdo de ALN 0,5% na
cavidade Ossea, em comparacdo ao grupo controle, na qual a cavidade foi
preenchida por coagulo sanguineo proveniente do leito cirdrgico. Porém, o teste t de
Student evidenciou semelhanca entre as médias de percentual de osso neoformado
entre estes grupos (p = 0,318). O percentual de tecido conjuntivo no GA foi de 18,0 +
13,6%, enquanto no GC o percentual de tecido conjuntivo foi de 13,7 + 8,7%. Da
mesma forma, a diferenca ndo foi significativa entre as percentagens médias do
tecido conjuntivo (p = 0,431). O volume tecidual total no grupo GC (63,6 + 10,7%) €,
em média, um pouco maior que no GA, também sem significancia estatistica (p =
0,554) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Percentual de osso neoformado e tecido conjuntivo, no reparo 0sseo de
calvaria de ratos no periodo de 90 dias pds-operatorios — Grupo A (ALN 0,5%) em
comparacao com o GC (coagulo sanguineo). Vitéria/ES, Brasil (2015).

GRUPO GA GC
0 , ,
Variavel (ALN 0,5%) (Coagulo sanguineo) p
M + DP (%) M * DP (%)
Osso neoformado 40,4 + 22,2 499 +16,4 0,318
Tecido conjuntivo 18,0 + 13,6 13,7 £ 8,7 0,431
Vo'umteottaelc'd”a' 58.4 + 23,2 63.6+107 0,554

M = Média; DP= Desvio-padrdo; GA= Grupo A; ALN = alendronato de sédio; GC = Grupo
Controle, p=probabilidade de erro (estatisticamente significativo para p<0,05).
FONTE: Dados da pesquisa. PPGCO/UFES, 2015.

5.2.2 Grupo B (BIO-OSS®) X Grupo Controle (Coagulo Sanguineo)

No GB, o tecido conjuntivo ocupou 32,8 + 20,6% da area de reparo 0sseo, enquanto
no GC esta area foi menor, 13,7 £ 8,7%, sendo a diferenca estatisticamente
significativa (p = 0,021). A média do percentual de osso neoformado foi de 46,0
22% para o GB, enquanto que no GC a quantidade de novo osso foi ligeiramente
maior (49,9 + 16,4%), mas sem significancia estatistica (p = 0,675). Observa-se que,
ao final do experimento, os granulos de Bio-Oss® preenchem, em média, 9,2 + 4,5%
da area do defeito 6sseo. Dessa forma, nota-se maior volume de tecido ocupando a
cavidade experimental (88 + 28,8%) do que no CG (63,6 £ 10,7%), sendo esta

diferenca estatisticamente significativa (p=0,030) (Tabela 3).

Tabela 3 - Percentual de osso neoformado e tecido conjuntivo no reparo 6sseo em
calvaria de ratos no periodo de 90 dias pos-operatérios — GB (BIO-OSS®) X GC
(coagulo sanguineo). Vitoria/ES, Brasil (2015).

Grupo GB GC
(BIO-OSS®) (Coagulo
Variavel Sanguineo) p
M + DP (%) M + DP (%)
Osso neoformado 46,0 £ 22,0 499+16,4 0,675
Tecido conjuntivo 32,8 £20,6 13,7 £ 8,7 0,021*
Bio-Oss® 92+4.4 i i
remanescente
Volume tecidual total 88,0 + 28,8 63,6 £ 10,7 0,030*

M = Média; DP = Desvio-padrdo; GB = Grupo B; GC = Grupo Controle; p = probabilidade de
erro. *Diferenga estatisticamente significativa para p < 0,05.
Fonte: Dados da pesquisa. PPGCO/UFES, 2015.



45

5.2.3 Grupo AB (BIO-OSS® + ALN 0,5%) X Grupo Controle (Coagulo

Sanguineo)

Quando comparadas as médias de neoformacdo 6ssea entre o0 GAB (29,9 + 17,8%)
e 0 GC (49,9 * 16,4%), verificou-se maior neoformacdo 6ssea no GC, sendo a
diferenca estatisticamente significativa (p = 0,025). Aos 90 dias pés-operatérios, as
cavidades no GAB ainda se apresentavam preenchidas em média com 12,2% =+
7,2% de remanescentes de granulos de Bio-Oss®. Quanto ao percentual de tecido
conjuntivo, no GAB foi de 24,8 + 21,8%, enquanto no GC foi de 13,7 £ 8,7%, mas
esta diferenca nao foi estatisticamente significativa (p = 0,175). O volume tecidual
total foi percentualmente maior no GAB (66,9 * 24,0%) que o do CG (63,6 + 10,7%),
porém estatisticamente semelhante, com p = 0,708 (Tabela 4).

Tabela 4 - Percentual de osso neoformado, tecido conjuntivo e Bio-Oss®
remanescente no reparo 0sseo em calvaria de ratos no periodo de 90 dias poés-
operatorios — GAB (BIO-OSS®+ ALN 0,5%) X GC (coagulo sanguineo). Vitéria/ES,
Brasil (2015).

Grupo Grupo AB GC
(BIO-OSS® + ALN 0,5%) | (Coégulo sanguineo) p
Variavel M + DP (%) M + DP (%)
Osso )
neoformado 299+17.38 49,9+16,4 0,025
Tecido
conjuntivo 248+218 13,7 +8,7 0,175
Bio-Oss®
remanescente 12272 - -
Volunlittaedudual 66.9 + 24.0 6 0T 0,708

M = Média; DP = Desvio-padrao; GAB = Grupo AB; GC = Grupo Controle; p = probabilidade de
erro. *diferenca estatisticamente significativa para p < 0,05.
Fonte: Dados da pesquisa. PPGCO/UFES, 2015.

5.2.4 Grupo B (BIO-OSS®) X Grupo AB (BIO-OSS®+ ALN 0,5%)

O percentual médio de neoformacédo éssea no grupo que recebeu Bio-Oss® isolado
(GB) foi de 46,0 £ 22,0%, enquanto que no grupo que recebeu a associacdo Bio-
Oss® + ALN 0,5% (GAB), o percentual de neoformacéo éssea foi de 29,9 + 17,8%.

Observa-se ainda que a quantidade de Bio-Oss® remanescente no grupo GAB foi
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de 12,2 + 7,2%, enquanto no GB este percentual foi de 9,2 + 4,5%. Quanto ao tecido
conjuntivo, o percentual observado no grupo GB foi de 32,8 + 20,6%, enquanto no
GAB foi de 24,8 + 21,8%. Ao quantificar o preenchimento tecidual total nas distintas
cavidades, foi verificado que as cavidades preenchidas somente pelo BIO-OSS®, no
final do tempo experimental estavam com 88 * 28,8% de volume, enquanto as
cavidades preenchidas pela associacdo de BIO-OSS® e ALN 0,5% tinham em torno
de 66,9%, em média. Observe na Tabela 5 que, aplicando o teste “t” estas
diferencas n&o sao significativas (p >0,05).

Tabela 5 - Percentual de osso neoformado e tecido conjuntivo no reparo 6sseo em
calvaria de ratos no periodo de 90 dias p6s-operatérios — GAB (BIO-OSS®+ ALN
0,5%) X GB (BIO-OSS®). Vitéria/ES, Brasil (2015).

GB Grupo AB
| GRUPO|  (BIO-OSS®) | (BIO-OSS@+ ALN 0,5%) p
Variavel
M+ DP (%) M % DP (%)
Osso
neoformado 46,0 £22,0 299+17,8 0,107
Tecido
conjuntivo 32,8+20,6 24,8 +21,8 0,438
Bio-Oss®
remanescente 9,2+4,5 122+7,2 0,310
volume tecidual 88,0 + 28,8 66,9 + 24,0 0.111

M = Média; DP = Desvio-padrdo; GB = Grupo B; GAB = Grupo AB. p = probabilidade de erro
(estatisticamente significativo para p < 0,05).
Fonte: Dados da pesquisa. PPGCO/UFES, 2015.

5.2.5 Grupo A (ALN 0,5%) X Grupo AB (BIO-OSS®+ ALN 0,5%)

A quantidade de osso neoformado no GA apresenta média percentual de 40,4+
22,2%, maior que a observada no GAB (29,9 + 17,8%), porém esta diferenca néo &
estatisticamente significativa (p=0,285). Ja o percentual de tecido conjuntivo no GAB
foi maior (24,8 + 21,8%) que no GA (18,0 = 13,6%), sendo as médias consideradas
semelhantes estatisticamente (p = 0,440). Observa-se que no grupo GAB, as
cavidades ainda se encontram em média 12,2 + 7,2 % com remanescentes de Bio-
Oss®, conferindo maior volume tecidual total a este grupo (66,9 + 24,0%), mas sem

significancia estatistica em relacéo ao GA (58,4 + 23,2%), cujo p = 0,456 (Tabela 6).
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Tabela 6 - Percentual de osso neoformado e tecido conjuntivo no reparo 6sseo em
calvaria de ratos no periodo de 90 dias pds-operatérios — GAB (BIO-OSS® + ALN
0,5%) em comparagcdo com o GA (ALN 0,5%). Vitéria/ES, Brasil (2015).

Grupo Grupo AB
GA(ALNO5%) | 515 0ss@+ ALN 0,5%) | p
Variavel M + DP (%) M + DP (%)
Osso neoformado 40,4 + 22,2 29,9+17,8 0,285
Tecido conjuntivo 18,0 £ 13,6 24,8 +21.8 0,440
Bio-Oss® : 12,2 +7,2% :
remanescente
Volume tecidual total 58,4 + 23,2 66,9 £ 24,0 0,456

M = Média; DP = Desvio Padrdo; GAB = Grupo AB; ALN = Alendronato de sédio 0,5%; GA =
Grupo Alendronato; p = probabilidade de erro (estatisticamente significativo para p < 0,05).
Fonte: Dados da pesquisa. PPGCO/UFES, 2015.

5.2.6 Grupo B (BIO-OSS®) X Grupo A (ALN 0,5%)

A média do percentual de osso neoformado encontrada no GB foi de 46,0 = 22% e
no GA este percentual foi de 40,4 = 22,2%, sendo esta diferengca néo
estatisticamente significativa (p = 0,600). O tecido conjuntivo encontrado no GB
ocupa, em média, 32,8 £ 20,6% da cavidade em reparo, enquanto no GA, o tecido
conjuntivo preenche 18,0 + 13,6% do defeito, também sem significancia estatistica (p
= 0,091). No GB ao final do experimento, o Bio-Oss® preenche, em média, 9,2 *
4,5%
significativamente maior no GB (88,0 £ 28,8%) quando comparado ao GA (58,4 +
23,2%) (p = 0,029) (Tabela 7).

da cavidade oOssea, contribuindo para um volume tecidual total

Tabela 7- Percentual de osso neoformado e tecido conjuntivo no reparo 6sseo em
calvaria de ratos no periodo de 90 dias pos-operatérios — GB (BIO-OSS®) em
comparacao com o GA (ALN 0,5%). Vitoria/ES, Brasil (2015).

GB GA
Vari4vel GRUPO (BIO-OSS®) (ALN 0,5%) D
M + DP (%) M + DP (%)
Osso neoformado 46,0 £ 22,0 40,4 £+ 22,2 0,600
Tecido conjuntivo 32,8 +20,6 18,0 £ 13,6 0,091
Bio-Oss® remanescente 92+45 - -
Volume tecidual total 88,0 + 28,8 58,4 + 23,2 0,029*

M = Média; DP = Desvio Padrédo; GB = Grupo B (BIO-OSS®); GA = Grupo A (Alendronato 0,5%);
p = probabilidade de erro (estatisticamente significativo para p < 0,05).
Fonte: Dados da pesquisa. PPGCO/UFES, 2015.
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6 DISCUSSAO

A andlise histomorfométrica tem sido empregada para avaliar o processo de reparo
0sseo em diversos estudos experimentais (JAKOBSEN et al., 2007; SRISUBUT et
al., 2007; BODDE et al., 2008; TOKER et al., 2012). E uma das técnicas mais
utilizadas para estudar doencas metabdlicas 6sseas, pois permite que seja realizada
a avaliacdo das alteracfes de remodelacdo Ossea, avaliando de forma direta e
precisa 0s mecanismos teciduais envolvidos (MAHL et al., 2009). No presente
estudo, a andlise histomorfométrica permitiu detectar a presenca de 0sso no defeito
e quantificar o tamanho da area de neoformacdo ¢ssea, de tecido conjuntivo
adjacente e a presenca e area de granulos do Bio-Oss®. A importancia desse tipo
de andlise é confirmada nos estudos de Marzouk et al. (2007) e Eski et al. (2007)
gue relatam ser a analise quantitativa essencial para estudos que objetivam avaliar a
efetividade de novas modalidades terapéuticas na neoformacdo 6Ossea. O tecido
conjuntivo, por sua vez, foi aqui quantificado para descartar os possiveis artefatos
gerados pela técnica histologica, e contribuir para determinar o volume total da area

do reparo, mostrando possiveis aumentos ou diminuicdo das suas dimensdes.

Com o intuido de minimizar os efeitos colaterais da administracdo sistémica e uso
prolongado do ALN como esofagite, erosdes, ulceracdes (FLEISCH, 1998) e
osteonecrose dos maxilares (MAAHS et al., 2011), o numero de estudos sobre a
acao e a efetividade de sua aplicacéo tépica tem sido cada vez mais crescente.
Acredita-se que a aplicacéo local do medicamento evita a maioria desses efeitos, e
ainda proporciona uma concentracao local maior do que a obtida sistemicamente
(YAFFE et al.,1997; KAWATA et al., 2004; SHARMA; PRADEEP, 2012a, b; TOKER
et al., 2012). Mdller et al. (2014) ainda acrescentam que os estudos que investigam o
uso topico de drogas surgem como uma forma de direcionamento da dose 6tima de
uma substancia bioativa precisamente no local onde é desejada, em vez de se
distribuir excessivamente e de forma desnecesséaria por todo o corpo, através da

circulacao sistémica.

Os primeiros relatos sobre a agéo local do ALN sobre a reabsorgédo 6ssea sao de

Yaffe et al. (1995). Os autores observaram que o ALN nas concentragbes de 0,15;
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0,75 e 1,5 mg nédo inibiu a reabsor¢do 6ssea ocasionada pela elevacdo de retalho
mucoperiostal. Em 1997, Yaffe et al., utilizando a mesma metodologia, porém
aumentando a dose do ALN para 20mg, observaram reducdo estatisticamente
significante da reabsor¢cdo 0ssea alveolar. Jaime et al. (2005), entretanto, avaliaram
o efeito topico do ALN 20 mg/mL em esponja de coldgeno em defeitos cirlrgicos e
nao encontraram diferencas entre o grupo tratado e o placebo, resultados
semelhantes aos relatados de Yaffe et al. (1995). Por outro lado, Binderman e Yaffe
(2000) analisando os efeitos do ALN (10, 50, 200 e 400 pg) veiculados em esponja
de colageno, verificaram efeito positivo na aplicacdo topica e dose dependente, com
reducdo significativa da perda 6ssea alveolar. Resultados favoraveis quanto ao
reparo 0sseo, foram também observados por Komatsu et al. (2008) nos quais 0 ALN
1mM aplicado topicamente reduziu de forma estatisticamente significante a
reabsorcédo Ossea e radicular e estimulou a formacdo de osso ao redor de dentes
reimplantados. A partir destes relatos, pode-se observar que a concentracao ideal do
ALN na inibicdo da reabsorcédo O0ssea e no aumento da neoformacédo 6ssea ainda

nao estad bem estabelecida na literatura, com resultados distintos.

A concentracdo de 0,5% (5mg/mL) de ALN utilizada na presente pesquisa foi
definida a partir de alguns trabalhos da literatura, sendo aplicada 0,15mL nas
cavidades experimentais, ou seja, 0,75 mg/mL da solu¢cdo. Gomes (2006) estudou a
citotoxicidade de diferentes concentracdes de ALN, e observou que os osteoblastos
permaneceram viaveis quando as concentracdes foram inferiores a 5mg\mL. Sharma
e Pradeep (2012a, b), observaram aumento na formacédo 0ssea em pacientes com
doenca periodontal em concentracdes ainda menores (10 yl do ALN 1% que
equivale a 0,1mg/mL). Rocha (2013) testou duas concentracdes de ALN (0,5 e 1%)
adicionadas ao Bio-Oss® no preenchimento de defeitos 6sseos em coelhos e
observou, por meio de radiomicrografia, aumento de neoformacdo 6ssea mais

significativo na menor concentracao (0,5%).

Como pode ser visto na tabela 02, houve maior percentual de neoformacéo Ossea
no grupo controle (coagulo sanguineo), que no uso do ALN 0,5% veiculado em
esponja de colageno (GA), porém esta diferenca ndo foi estatisticamente significa,
mostrando semelhanca entre os grupos. Yaffe et al. (1995) também usou a
concentracdo de 0,75 mg/mL, cujos resultados foram semelhantes a do presente

estudo. A partir dos resultados obtidos por radiomicrografia de alta resolucao, os
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autores observaram que n&o houve diferenca estatisticamente significante na
inibicdo da reabsorgdo do osso alveolar exposto entre o grupo controle e o testado.
Do mesmo modo, nos achados de Rocha (2013) por meio de radiomicrografia, 0 uso
topico da solucdo de ALN 0,5% em calvaria de coelhos retardou o processo de
reparo 0sseo quando comparado ao grupo controle (coagulo sanguineo), mas sem
significancia estatistica. Ming ni et al. (2011) também observaram menor densidade
0ssea no grupo tratado com 250ug de ALN, demonstrando que este BF tem efeitos

inibitérios na formacéo 6ssea, nesta concentragao.

Cabe ressaltar que no delineamento do presente estudo as cavidades do grupo
controle foram confeccionadas nos mesmos animais que receberam o Bio-Oss® na
cavidade contralateral para que ndo houvesse interferéncia do possivel efeito
sistémico do ALN aplicado localmente nestes grupos. Yaffe et al. (1999), utilizando
esponja de gelatina embebida em 10ul de ALN topicamente no osso alveolar
detectaram a substancia no osso da tibia, nos tecidos mole e 6sseo do lado

contralateral, indicando absorc¢éo sistémica do ALN.

Os resultados do presente estudo mostram que no GB, no qual o Bio-Oss® foi
utilizado isoladamente, ndo houve diferenca no percentual de neoformacdo Ossea
guando comparados ao grupo controle (coagulo sanguineo) (TABELA 03). Rocha
(2013) encontrou maior percentual de osso neoformado no grupo Bio-Oss® do que
no grupo controle (coagulo sanguineo), porém, a autora realizou andlise
radiomicrogréfica, na qual, devido a semelhanca nos tons de cinza, o percentual de
granulos de Bio-Oss foi computado juntamente com o 0sso neoformado. Cabe
ressaltar, que no presente estudo, no GB o percentual de tecido conjuntivo foi maior
e estatisticamente mais significativo que no grupo controle, sugerindo que a
presenca do Bio-Oss® favorece a manutencdo de tecido conjuntivo entre seus
granulos. Avaliar o processo de reparo em um maior periodo de observacédo, pode
elucidar se o tecido conjuntivo adjacente aos granulos de Bio-0ss® sofrerd ou néo
substituicdo parcial ou total por tecido 6sseo neoformado juntamente com o0s
granulos de Bio-oss®. A reabsorcdo da matriz 6ssea bovina e sua substituicdo por
tecido O0sseo é bastante discutida, pois tem sido relatado na literatura diferentes
graus de reabsorc¢éo, especialmente quando se comparam os resultados de estudos
experimentais em animais e humanos (HALMMAN et al., 2008). Alguns estudos

mostram que 0 0sso bovino é rapidamente substituido por osso neoformado quando
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comparado a outros compostos de hidroxiapatita (WHEELER; HOLMES; CALHOUN,
1996), em outras pesquisas se observa um processo lento de reabsorcao
(DALAPICULA et al., 2006; SILVA et al., 2006). E notério que, apés 90 dias de
experimento, as cavidades experimentais ainda se encontram parcialmente
preenchidas pelo enxerto 6sseo (em media 9,2%), conferindo maior volume tecidual

neste grupo (88,0 + 28,8) e estatisticamente mais significado que no grupo controle.

Pouco estudos associando o Bio-Oss® com BFs estdo descritos na literatura, de
modo geral estes estudos mostram melhora na formacao 6ssea devido ao aumento
da percentagem de osso trabecular (HOUSHMAND et al., 2007; NOBRE, 2013; KIM
et al. (2015); diminuicao significante do nimero de osteoclastos no 0sso regenerado
(HOUSHMAND et al.,, 2007) e diminuicdo da reabsor¢cdo dos enxertos 0sseos
(MOLLER et al., 2014). No presente estudo, quando o ALN 0,5% foi adicionado aos
granulos de Bio-Oss® e inseridos na cavidade (GAB), a neoformacédo Ossea foi
menor do que o grupo controle, sendo esta diferenca estatisticamente significativa
(Tabela 04). Rocha (2013) também utilizou o ALN 0,5 % associado ao Bio-Oss®,
utilizando calvaria de coelhos. Porém, seus resultados obtidos por radiomicrografias
mostraram que esta associacdo acelerou o processo de reparo 0sseo quando
comparado ao 0sso bovino isoladamente, no entanto o Bio-oss® foi quantificado
conjuntamente com o0 0sso neoformado na imagem radiogréafia. Resultados positivos
também foram encontrados por Housmand et al. (2007) que observaram, por meio
de histomorfometria, que adicionando o Pamidronato ao Bio-Osso® houve melhora
das propriedades de osteoconducdo e regeneracdo deste material, houve maior
neoformacdo 0ssea e reducdo do numero de osteoclastos em defeitos criados em
mandibulas de ovelhas. Cabe enfatizar que o Apesar do GC ter uma formacgéo 6ssea
(49,9 £ 16,4%) maior e estatisticamente significativa que o GAB (29,9 + 17,8%), os
defeitos deste Ultimo ainda apresentam em média 12,2 + 7,2% de Bio-Oss® e 24,8 +
21.8% de tecido conjuntivo, que somados compreendem 66,9% do defeito, maior,

porém estatisticamente semelhante ao do grupo controle (63,6%).

Como pode ser observado na Tabela 5, a adicdo de ALN 0,5% ao o0sso bovino
resultou em menor reabsorcao dos granulos, porém sem significancia estatistica. Ja
nos estudos de Modller et al. (2014), esta reducao foi estatisticamente significativa
utilizando ALN (1mg/mL) associado ao Bio-Oss® em mandibula de porcos.

Entretanto, os autores evidenciaram sinais de osteonecrose na parte inferior dos
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enxertos 0sseos autdgenos, sugerindo dose elevada do BF, e constataram a
necessidade de melhor adaptacédo da dosagem. Rocha (2013) observou que o ALN
(0,5 e 1%) adicionado ao Bio-Oss® acelerou o processo de reparo 0sseo em
calvaria de coelhos quando comparado ao 0sso bovino isoladamente de forma
estatisticamente significativa, sendo que na concentracdo de 0,5% promoveu maior

percentual de reparo ésseo.

Ao se comparar o0 GA com o GAB (TABELA 06), observa-se que apesar de haver
neoformacdo 6ssea maior no GA (40,4 + 22,2) que no GAB (29,9 + 17,8), esta
diferenca ndo é estatisticamente significativa. Achados semelhantes foram obtidos
por KIM et al. (2015) por meio de andlise histomorfométrica. Ao adicionarem o ALN a
ImM ou a 10mM ao Bio-Oss®, observaram aumento significativo de 0sso
neoformado na menor dose, na 22 e na 42 semana de experimento; no entanto, apos
8 semanas, essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa para ambas as
doses, quando comparado ao Bio-Oss® isolado. Os autores mencionaram que 0
ALN a 1mM associado a rhBMP-2 e adicionado ao Bio-Oss® tem efeito sinérgico
sobre a regeneracdo 0ssea, sendo isto resultante da diminuicdo da atividade do
RANKL dos osteoblastos. Cabe enfatizar que, no presente estudo, os defeitos do
GAB ainda apresentam em média 12,2 £ 7,2% de granulos Bio-Oss® e 24,8 + 21.8%
de tecido conjuntivo, conferindo maior volume tecidual total (66,9%, em média) do

gue no GA (em média 58,4%), mas sem significancia estatistica.

De um modo geral, os autores buscam defender que o ALN, e outros BFs, reduzem
a reabsorcdo 0ssea quando aplicado local ou sistemicamente (YAFFE et al.,1997;
SCHENK et al., 1986). Seus efeitos biolégicos sdo atribuidos principalmente a sua
incorporacao no 0sso, permitindo a interacéo direta com osteoclastos e osteoblastos
através de uma variedade de processos bioquimicos, ja mencionados (SATO et
al.,1991; MASARACHIA et al., 1996; KAYNAK et al. 2000). Porém, resultados
negativos que resultaram na diminuicdo da neoformacdo d6ssea também foram
relatados, mas ainda ndo estdo elucidados. Acredita-se que seja decorrente ao
efeito citotoxico da dose em concentracdo elevada, necessitando de teste com a
substancia mais diluida (ROCHA, 2013; MOLLER et al., 2014).

Os resultados decorrentes da adicdo do ALN ao osso bovino liofilizado (Bio-Oss®)

encontrados neste e em outros estudos Sao ora promissores, e por vezes intrigantes.



53

As doses ainda sao incertas e os resultados contraditorios. O numero de pesquisas
€ restrito, necessitando de novas analises para consolidar os achados e possibilitar a
utilizacdo do ALN com maior seguranca e previsibilidade na pratica clinica.
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7 CONCLUSOES

a) O uso do ALN 0,5% topico isoladamente ndo alterou o percentual de
neoformagéo 0ssea das cavidades confeccionadas em calvéria de ratos;

b) O ALN 0,5% adicionado ao osso bovino liofilizado (Bio-Oss®) diminuiu o
percentual de neoformacéo 6éssea em relacdo ao coagulo sanguineo, mas promoveu
preenchimento tecidual da area do defeito de forma semelhante.

C) N&o houve diferenca da neoformacdo 0ssea entre o uso do Bio-Oss® isolado
ou com adi¢cao do ALN 0,5%;

d) O ALN 0,5% adicionado ao 0sso bovino liofilizado (Bio-Oss®) néo interferiu na

reabsorcéo dos granulos do enxerto.
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ANEXO A - Aprovacédo do projeto pela Comiss&o de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UFES
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Certificamos que o Protocolo n°. 010/2014, relativo ao projeto de
pesquisa intitulado "Uso de alendronato de sédio e da
laserterapia associados ao Bio-OSS no reparo de defeitos
6sseos criticos. Estudo histomorfométrico e microtomografico
em calvaria de ratos.”que tem como responsavel o (a) docente
Daniela Nascimento Silva, esta de acordo com os pring:ipios Eticos
da Experimentacdo Animal, adotados pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA-UFES), tendo sido aprovado na reunido ordinaria

de 06/06/14.
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ANEXO B - Laudo farmacéutico da manipulacao do alendronato de sodio

Bauru, 29 de julho de 2014.

MANIPULACAO DA SOLUGAO DE ALENDRONATO DE SODIO 1,6 mg/L

Descri¢éo da formulagéo:

Substancia Concentragao Fator de Concentracdo Lote Fornecedor
para cada equivaléncia final para
cada 100 mL
100 mL
Alendronato de 0,16 mg 1,57 0,2512 mg AS/07/13 | Galena Quimica e
sodio farmacéutica

trihidratado

Metilparabeno 0,15¢ 1 0,15¢ 20131014 Deg-Fagron

(conservante)

Agua gsp 100 mL 1 29032014 | PharméciaSpecifica
desmineralizada
(por osmose
reversa)

¢ Numero de Registro da formulagdo em nosso cadastro: 3.121.676

¢ Fator de equivaléncia: aplicado nos calculos da formulacdo para corrigir o alendronato de sédio
trihidratado em termos de &cido alendrdnico (1,57).

¢ Embalagem dispensada: frasco de vidro de cor &mbar com tampa e batoque com capacidade
para 10 mL.

¢ Descricdo: liguido incolor, de cheiro caracteristico do metilparabeno, transparente sem
precipitados.

¢ Quantidade: 20 frascos com 5 mL.

Pharmacia Specifica Ltda. ME
Rua Gustavo Maciel 14-65 - Bauru-SP
CNPJ 52.791.548-0001/09

Farmacéutica Responsavel:
Paula Renata AP. Nigro Rivera Carazzatto

CRF-9580-SP




