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RESUMO

Introducédo: O alendronato de sodio (ALN) tem demostrado um efeito anabdlico no
reparo 0sseo quando associado aos enxertos provenientes de 0sso bovino liofilizado,
porém a forma de administracéo e a concentracdo ainda séo objetos de investigacao.
Objetivo: Esta pesquisa avaliou os efeitos do uso topico do ALN a 0,5% isolado ou
em associacdo ao Bio-Oss® sobre o reparo 6sseo dos defeitos confeccionados em
calvaria de ratos, por meio de imagens microtomograficas. Metodologia: Duas
cavidades (direita e esquerda) de 5mm de diametro foram confeccionadas na calvéaria
de 18 ratos Wistar, totalizando 36 defeitos 6sseos, preenchidos de acordo com cada
grupo (n=9): grupo A (GA) = ALN 0,5% veiculado em esponja de gelatina; grupo B
(GB) = Bio-Oss®; grupo AB (GAB) = Bio-Oss® embebido em ALN 0,5%; grupo controle
(GC) = codgulo sanguineo. Os animais foram eutanasiados aos 90 dias de pos-
operatorio. Os espécimes foram submetidos ao escaneamento por meio da
microtomografia computadorizada (micro-CT), sendo analisados 0s parametros
tridimensionais de qualidade (volume tecidual total, densidade volumétrica e volume
0sse0) e microarquitetura 6ssea (numero de trabéculas 6sseas, espessura trabecular
e espaco entre as trabéculas 6sseas). Para comparacgao entre 0os grupos, foi aplicado
o teste de Tukey (p < 0,05). Resultados: O GB apresentou volume 6sseo (12,74 *
1,77 mm3) estatisticamente maior que o GC (8,99 + 2,58 mm?3; p=0,016). O GAB
apresentou numero de trabéculas 6sseas (0,97 + 0,28 mm1), significativamente maior
que os grupos GA e GC (0,64 + 0,14 mm™ e 0,65 + 0,14 mm, respectivamente;
p=0,03). O GA mostrou-se com maior espessura trabecular (0,58 + 0,09 mm) e
estatisticamente diferente do GAB (0,45 = 0,08 mm; p=0,017). Nao houve diferenca
significativa entre os grupos quanto ao volume tecidual total, densidade volumétrica
do osso e espacamento entre as trabéculas désseas. Conclusdo: O ALN 0,5%
isoladamente promoveu trabéculas 6sseas em menor nUmero, porém mais espessas
do que quando associada ao Bio-Oss®. A adicdo do ALN 0,5% ao Bio-Oss® ndo
alterou o espacamento entre as trabéculas e os parametros de qualidade Ossea
obtidos pela micro-CT.

Descritores?®: Osso; Alendronato; Substitutos Osseos; Microtomografia por Raio-X;
Rato.

@ DeCS — Descritores em Ciéncias da Saude. Disponivel em http://decs.bvs.br/



ABSTRACT

Introduction: Sodium alendronate (ALN) have demonstrated an anabolic effect on
bone healing when associated with grafts from lyophilized bovine bone, but the
administration procedures and concentration are still under investigation. Objective:
This study evaluated the effects of topical use of 0.5% ALN, isolated or in association
with Bio-Oss®, in repair of rat calvaria bone defects, through micro tomographic images
(micro-CT). Methodology: Two 5 mm diameter cavities (right and left) were made on
18 Wistar rat’s skulls, totaling 36 bone defects filled according to each group (n = 9):
Group A (GA) = 0.5% ALN placed with gelatin sponge; group B (GB) = Bio-Oss®; group
AB (GAB) = Bio-Oss® blended 0.5% ALN; control group (CG) = blood clot. The animals
were euthanized at 90 days postoperatively. The specimens were subjected to
scanning by micro-CT. The three-dimensional quality parameters (total tissue volume,
volume density and bone volume) and bone microarchitecture (number of trabecular
bone, trabecular thickness and space between trabecular bone) were analyzed. To
compare the groups, the Tukey test was applied (p < 0.05). Results: The GB group
showed statistically higher bone volume (12.74 + 1.77 mm?3) than the control group
(8.99 + 2.58 mm?3; p = 0.016). GAB group presented significantly higher number of
bone trabeculae (0.97 + 0.28 mm?) than GA and GC groups (0.64 + 0.14 mm™ and
0.65 + 0.14 mm-1, respectively; p = 0.03). GA group shown more trabecular thickness
(0.58 = 0.09 mm) and statistically different than GAB group (0.45 = 0.08 mm; p =
0.017). There was no significant difference between the groups regarding the total
tissue volume, volumetric bone density and the spacing of the trabecular bone.
Conclusion: 0.5% ALN isolated promoted fewer trabecular bone, but them were
thicker when associated with Bio-Oss®. Add 0.5% ALN in Bio-Oss® did not modify the
spacing between the bone trabeculae and the quality parameters obtained by micro-
CT.

Descriptors® Bone; Alendronate; Bone Replacement Materials; X-Ray

Microtomography; Rat.

2 DeCS - Descritores em Ciéncias da Saude. Disponivel em http://decs.bvs.br/
MESH - Medical Subject Headings. Disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh
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1 INTRODUCAO

O uso do enxerto 0sseo para promover a regeneracdo 0Ossea tornou-se um
procedimento cirargico maxilofacial de rotina, especialmente quando 0os mecanismos
regenerativos endogenos sao insuficientes, como nos grandes defeitos 6sseos. O
enxerto autégeno é considerado padrédo-ouro quanto ao reparo 0sseo devido as suas
propriedades osteogénicas, seguido dos aloenxertos, ambos osteocondutores e
osteoindutores. No entanto, desvantagens como maior morbidade e alto indice de
reabsorcdo, representam limitacdes do seu uso (BRYDONE; MEEK; MACLAINE,
2010), o que estimula a busca em desenvolver ou aprimorar biomateriais sintéticos ou

naturais de substituicdo 6ssea (ELGALI et al., 2014).

Os biomateriais sdo definidos como uma substancia ou combinagéo de substancias,
farmacologicamente inertes, de natureza sintética ou natural, que sao utilizados para
melhorar, aumentar ou substituir parcial ou integralmente tecidos e 6rgdos. Dentre 0s
biomateriais, encontram-se 0s xenoenxertos, cuja origem do tecido do doador e do
receptor sdo de espécies diferentes. Os xenoenxertos de origem bovina tem
excelentes propriedades de osteoconducao e apresentam baixo indice de reabsorcéo
(TRAINI et al., 2007). Possuem resisténcia biomecanica similar a do osso humano e
tratamentos adequados para a sua obtencdo podem evitar respostas imunoldgicas ou
inflamatorias adversas (PETTINICCHIO et al., 2012).

No intuito de melhorar a quantidade e a qualidade do 0sso a ser regenerado, tem sido
associado aos enxertos o0 uso dos mediadores biolégicos (WOZNEY, 1992).
Mediadores do metabolismo d&sseo, conhecidos como bifosfonato (BF), sao
medicamentos eficazes utilizados para tratar doencas Osseas relacionadas a
reabsorgcéo 0ssea excessiva, como a osteoporose, doenca de Paget, hipercalcemia e

neoplasias 6sseas malignas ou metastases 0sseas (LI et al., 2014).

O primeiro relato encontrado na literatura sobre a associagdo do 0sso bovino com um
BF foi realizado por Houshmand et al. (2007). Os autores avaliaram o uso do
pamidronato de s6dio associado ao enxerto 6sseo bovino liofilizado (Bio-Oss®) em
defeitos criados em mandibulas de ovelhas, e observaram maior neoformacgéo 6ssea,

além de menor niumero de osteoclastos no local.
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Acredita-se que esses farmacos modifiquem o processo de remodelacédo éssea por
meio da sua acgéao direta sobre os osteoclastos ou por meio de fatores liberados pelos
osteoblastos, que inibem, por sua vez, a funcédo osteoclastica (TENENBAUM et al.,
2002). Baseado nesse duplo mecanismo de acdo, o uso dos BFs associados aos
enxertos 6sseos durante procedimentos de regeneracdo O0ssea tem sido objeto de
investigagéo (SEO et al., 2010).

Os BFs podem ser nitrogenados ou ndo-nitrogenados. Os que contem nitrogénio tem
maior poténcia para inibir a reabsorcéo 6ssea. O alendronato de sodio (ALN) é um BF
nitrogenado e apresenta aproximadamente 70 vezes mais atividade sobre os
osteoclastos do que os BFs nao-nitrogenados (MENEZES et al., 2005; COXON et al.,
2006).

Alguns estudos defendem o uso da aplicagéo tépica do ALN em cirurgias 6sseas para
evitar a reabsorcéo 6ssea local e melhorar a neoformacéo 6ssea (YAFFE et al., 1999;
TOKER et al., 2012), pois acreditam que uma Unica dose do ALN aplicada localmente
permite uma adequada distribuicdo do medicamento no 0sso, devido a alta afinidade
do BF a parte mineral deste tecido (YAFFE et al., 1999; SRISUBUT et al., 2007). No
entanto, poucos estudos analisaram a associacdo do BF aos enxertos 0sseos de
origem bovina no processo de reparo 0sseo, ora com resultados positivos
(HOUSHMAND et al., 2007; ROCHA, 2013), ora negativos (MOLLER et al., 2014). E
unanime que o efeito do ALN sobre a neoformacdo ou reabsorcdo Ossea € dose
dependente (MOLLER et al., 2014; KIM et al., 2015), porém a dosagem ideal ainda

nao esta bem estabelecida.

A microtomografia computadorizada (micro-computed tomography - micro-CT) foi
validada como um método de avaliacdo e andlise 3D do osso trabecular em 1998,
apos a comparacao dos seus resultados com os resultados morfométricos obtidos
pela histomorfometria convencional (MULLER et al., 1998). As imagens obtidas pela
micro-CT retratam a rede trabecular em diferentes niveis de cinza, de acordo com seu
conteudo mineral (GENANT; JIANG, 2006; LESPESSAILLES et al., 2006).

A partir destes pressupostos, o presente estudo propde-se a avaliar os parametros de

qualidade e microarquitetura 6ssea de defeitos confeccionados em calvaria de ratos,
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apos a aplicacdo do ALN a 0,5% isoladamente ou em associacdo com 0sso bovino
liofilizado (Bio-Oss®), através da andlise microtomografica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 OSSO BOVINO LIOFILIZADO

O osso bovino liofilizado € um xenoenxerto produzido a partir do 0sso bovino cortical
ou medular. Ja existem estudos que demonstraram a auséncia de proteina no
biomaterial, tornando-o seguro para a utilizacdo em humanos (BENKE; OLAH;
MOHLER, 2001). Além disso, sdo produzidos com propriedades potencialmente
similares as do tecido receptor, e quando utilizados nos defeitos 6sseos constituem
um obstaculo a invasdo do tecido mole adjacente (ELGALI et al., 2014). Possui
disponibilidade praticamente ilimitada, além de grande similaridade fisico-quimica e

estrutural com o osso humano (GALIA et al., 2011).

Os biomateriais representam uma alternativa atrativa ao enxerto autbgeno, uma vez
gue eles estao disponiveis em diversos tamanhos e formas, organicos ou inorganicos,
corticais ou esponjosos, em macro ou microparticulas, em blocos ou particulados e
ainda podem ser modificados a fim de atuar como transportadores de matriz para a
entrega de medicamentos, hormdnios, fatores de crescimento e células-tronco (DA
CRUZ et al., 2007; PETTINICCHIO et al., 2012).

O Bio-Oss® (Geistlich Pharma, Wolhusen, Suica) é um biomaterial derivado do osso
bovino, com 75% a 80% de porosidade. E formado principalmente por hidroxiapatita
natural, assim como o tecido ésseo. A hidroxiapatita esta na parte mineral do 0sso e
€ composta por uma fracao de célcio de aproximadamente 39,9% e fésforo 18,5%
(MCDOWELL; GREGORY; BROWN, 1977). O Bio-Oss® tem mostrado excelentes
propriedades de osteoconducdo e resultados promissores em procedimentos de
elevacédo do assoalho do seio maxilar (WALLACE; FROUM; TARNOW, 1996), além
de apresentar baixo indice de reabsor¢éao (TRAINI et al., 2007).

Este material é utilizado principalmente para preencher falhas 6sseas em cirurgias
periodontais e maxilomandibulares. O preenchimento do defeito 6sseo da suporte
para a normalizacdo morfoloégica de uma area 6ssea traumatizada ou reabsorvida
(SCHLEGEL; DONATH, 1998). A sua estrutura altamente porosa e sua arquitetura
trabecular (tamanho de poro 300-1500 um) oferecem espacgo para a invasao de vasos
sanguineos e células 6sseas, induzindo a formacdo de 0sso novo e correcdo do
defeito (BOYNE, 1997).
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Em consequéncia da sua grande area de superficie interna (97m?/g), o Bio-Oss® atua
como um arcabouco, guiando a formacgé&o do osso novo. Ele auxilia no crescimento de
osteoblastos e se torna parte integrante do osso novo em formacgéo. Essas células
formam uma camada sobre a malha de Bio-Oss® e ostedide e, posteriormente, 0 0SS0
lamelar o abrange, engrossando a estrutura do arcabouco (BOYNE, 1997). Na
presenca do Bio-Oss®, os osteoblastos exibem uma alta atividade celular, como
adesao, proliferacdo, diferenciacdo e formacédo de matriz calcificada (GALGUT,;
WAITE; TINKLER, 1990).

Devido a sua grande semelhanca com o 0sso humano, o Bio-Oss® é incorporado no
processo natural de modelagem e remodelagdo 6ssea, e ainda permanece por algum
tempo, o que permite a correcdo dos defeitos alveolares de forma permanente. O Bio-
Oss®, quando integrado, ajuda a recriar o contorno ideal do rebordo alveolar,
possibilitando a posterior reabilitacdo com implantes (SCHLEGEL; DONATH, 1998).

2.2 BIFOSFONATOS

Os BFs foram sintetizados pela primeira vez em 1800, mas somente nos ultimos 40
anos passaram a ser utilizados no tratamento de doencas relacionadas a alteracdes
do metabolismo do célcio (RUSSEL, 2011).

Os BFs sdo anélogos quimicos do pirofosfato, um inibidor natural da reabsorcao
O0ssea, onde o atomo central de oxigénio é substituido por um de carbono.
(FERNANDES; LEITE; LANCAS, 2005) (FIGURA 1).

FIGURA 1 - Estrutura quimica dos BFs em compara¢do com a do pirofosfato.
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Fonte: Rogers et al. (2000).
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A estrutura P-C-P dos BFs € altamente resistente a hidrélise sob condi¢des &cidas ou
a pirofosfatases. Os dois grupos ligados covalentemente (cadeias laterais) unidos ao
carbono central sdo geralmente referidos como R! e R2. A primeira cadeia (R?) é
responsavel pelas propriedades quimicas e farmacocinéticas dos BFs, além de
conferir, em conjunto com os grupamentos fosfato, alta afinidade ao tecido 6sseo,
permitindo que se liguem com eficacia e rapidez ao osso. Esta alta afinidade pelo
tecido 0sseo permite que as concentracfes de BFs atinjam altos niveis em todo o
esqueleto 6sseo (ROGERS et al., 2000). J4 a cadeia longa R?, determina a poténcia
antirreabsortiva e 0 mecanismo de agdo farmacoldgico, ou seja, vai definir a atividade
biolégica nos osteoclastos, as células-alvo (CREMERS; PAPAPOULOS, 2011).

Ha dois tipos de BFs: 0s que ndo contem nitrogénio e 0s que contem o nitrogénio na
sua cadeia R?, tendo como principal diferenca a sua eficacia/poténcia antirreabsortiva
(DRAKE; CLARKE; KHOSLA, 2008). Os BFs néao-nitrogenados sao denominados de
primeira geracao (etidronato, clodronato e tiludronato). Estes compostos atuam de
forma semelhante a do pirosfosfato: incorporam-se nas moléculas recém-formadas de
adenosina trifosfato (ATP) presentes na superficie 6ssea, sendo depois captados
pelos osteoclastos. Estes analogos de ATP sao citotoxicos, sendo 0s responsaveis
pela inibicdo da atividade osteoclastica. Os BFs nitrogenados sdo mais novos e
potentes, e também denominados de segunda e terceira geracdo. A segunda geracao
compreende 0s amino-BFs, como o alendronato e o pamidronato, e a terceira geracao
possui uma cadeia ciclica, sendo seus representantes o risedronato e o zoledronato
(FERNANDES; LEITE; LANCAS, 2005; RUSSEL et al., 2008) (QUADRO 1).

QUADRO 1 - BFs e suas respectivas poténcias antirreabsortivas em modelos in vivo.

Bisfosfonato RI R2 Poténcia
Clodronato Cl Cl ~10
Etidronato OH CH, ~1
Pamidronato OH (C HEJE,\IH2 ~100
Alendronato  OH (CH,)),NH, >100-<1000
Neridronato  OH  (CH,),NH, ~100
Olpadronato  OH  (CH,),N(CH,), >100-<1000
[bandronato  OH  (CH,),N(CH,)(CH,),CH,  >1000-<10000
Risedronato OH CH,-3-piridina >1000-<10000
Zoledronato  OH CH;—imidazol >10000

Fonte: Fernandes, Leite e Lancas (2005).
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A poténcia e afinidade quimica dos BFs pelo tecido 6sseo sdo o que determinam o
seu efeito na inibicdo da reabsorcdo 6ssea, 0 que varia muito de composto para
composto. Os BFs de segunda e terceira geracdo foram sintetizados com o objetivo
principal de otimizar o efeito antirreabsortivo, sendo 0s mais potentes aqueles que
contem o atomo de nitrogénio em um anel heterociclico, como o risedronato e
zoledronato, podendo ser até 10.000 vezes mais potentes que o etidronato in vitro
(RUSSEL et al., 2008), de modo que as doses utilizadas clinicamente também irdo
variar (KANIS et al., 2008).

Os primeiros estudos com os BFs demonstraram que eles tem varios efeitos sobre a
hidroxiapatita. Eles inibem a precipitacdo de fosfato de calcio, retardam a
transformacao da hidroxiapatita amorfa em cristalina, inibem a agregacgéo dos cristais,
além de inibir a dissolucdo do cristal (TERKELTAUB, 2001).

O mecanismo molecular pelo qual os BFs inibem a reabsor¢cdo 6ssea ainda nédo é
completamente entendido. Inicialmente, acreditava-se que apenas um mecanismo
fisico-quimico apds sua adsorcéo 0ssea era suficiente para sua acdo. No entanto, tem
se tornado claro que efeitos celulares também estdo envolvidos (FERNANDES,;
LEITE; LANCAS, 2005).

O direcionamento especifico dos BFs para os locais com atividade osteoclastica
sugere que eles inibam a reabsorcdo Ossea pelos seus efeitos diretos nos
osteoclastos ou sobre outras células 6sseas presentes no microambiente dos
osteoclastos. A capacidade dos osteoclastos de internalizar os BFs em vacuolos de
endocitose aponta que o mecanismo de acao possa ser intracelular. Apos a entrada
dos BFs nos osteoclastos, surge uma caracteristica morfolégica nestas células:
observa-se a auséncia da membrana plasmatica com prolongamentos vilosos
semelhante a uma borda estriada ou em escova. Esta zona irregular na superficie dos
osteoclastos é essencial para liberar elementos provenientes da fermentacao lactea,
responsavel pela dissolugédo dos cristais de hidroxiapatita presentes no tecido 6sseo.
Quando esta borda encontra-se comprometida, o osteoclasto perde a sua capacidade
de digestdo do o0sso e entra em apoptose, ocorrendo uma reducédo do processo de
reabsorgéo ossea (ROGERS et al., 2000) (FIGURA 2).

De acordo com Enjuanes et al. (2010), os BFs estimulam a proliferagéo e maturagao

de osteoblastos e inibem sua apoptose. Estas observagdes suportam fortemente a
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sugestdo de que esses farmacos apresentem um efeito anabdlico nos osteoblastos,
promovendo, posteriormente, a formagdo 0ssea. Por conseguinte, as suas células-

alvo podem incluir também células da linhagem osteoblastica.

FIGURA 2 — A) O BF se liga a parte mineral do tecido 6sseo e € liberado durante o processo de
reabsorcdo 6ssea, sendo absorvido pelos osteoclastos. B) Os osteoclastos sofrem alteracfes, como a
perda de prolongamentos vilosos, tornando-se inativos. C) Os osteoclastos perdem a sua capacidade
de digestao do o0sso e entram em apoptose, ocorrendo uma reducéo do processo de reabsorcao 6ssea,
enquanto que a lacuna de reabsorcéo é preenchida por 0sso novo.

a Osteoclast b
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Fonte: Papapoulos (2013).

Apoés a internalizacdo dos BFs nos osteoclastos durante o processo de reabsorcéo
0ssea por endocitose, os BFs ndo nitrogenados sdo metabolizados intracelularmente
em metileno, substancia anéloga ao ATP. Esse metabdlito acumula no citosol dos
osteoclastos, induzindo-o a apoptose. Ja os BFs nitrogenados promovem alteracdes
em diversas propriedades e processos estruturais importantes na funcao
osteoclastica. Eles atuam inibindo a enzima farnesil-pirofosfato sintase (FPP sintase),
que é a chave na regulagdo da via do mevalonato?, modificando a prenilacdo® das
proteinas ligadas ao trifosfato de guanosina (GTP), essenciais para o trafego de
vesiculas e manutengcdo da integridade do citoesqueleto (FERNANDES; LEITE;
LANCAS, 2005; KANIS et al., 2008). Os BFs nitrogenados heterociclicos, além de

2 Santos, Silva (2010): A via do mevalonato é uma via metabdlica, na qual o mevalonato é o precursor de todos
os isoprendides (grandes cadeias hidrocarbonadas, apolares, assim como os lipidios) e esteréides dos organismos
vivos. Além do colesterol, esta via produz isoprendides intermediarios, como a FPP e a GTP, que estdo envolvidos
na sinalizacdo e proliferagao celular.

b www.lookformedical.com: A prenilacdo é a ligacdo de isoprenoides (FPP e GTP) a outros compostos,
especialmente as proteinas. A porgao lipidica (isoprendides) se insere no interior da bicamada lipidica e a por¢ao
proteica se conserva na superficie da membrana. Esse processo é importante para manutengdo das membranas
celulares.


http://www.lookformedical.com/
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inibir a enzima FPP sintase, promovem também mudanc¢as conformacionais que
ampliam sua poténcia (RUSSEL et al., 2008; RUSSEL, 2011) (FIGURA 3).

FIGURA 3 — Mecanismo de a¢&do molecular dos BFs.
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Fonte: Russel (2011).

Os BFs sao rapidamente depurados do plasma e cerca de 50% ¢é depositado no 0sso,
sendo o restante excretado na urina. Ligam-se preferencialmente em 0ssos com alta
taxa de remodelag&o devido a grande exposicéo da hidroxiapatita nesses sitios. A sua

meia-vida no 0sso é muito prolongada (KHAN et al., 1997).

Os BFs podem ter efeitos muito duradouros na reducéo da remodelacéo 6ssea, que
parecem ser maior e mais prolongados em alguns grupos (por exemplo, alendronato
e zoledronato) em comparacdo com o0s outros (etidronato e risedronato). Estas

diferencas de retencdo e persisténcia do efeito observado em estudos animais e
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clinicos podem estar relacionadas com as diferencas observadas nas ligacdes entre
o BF e a hidroxiapatita. Na tentativa de explicar a sua longa duragédo, tem sido
proposto que existe uma continua reciclagem dos BFs, que penetram e saem das
superficies 6sseas (RUSSEL, 2000).

Acredita-se que o BF incorporado ao 0sso € liberado apenas durante a reabsorcéo
0ssea subsequente, explicando o porqué da sua lenta e demorada eliminacdo do
esqueleto. A ligacao preferencial, mas nao exclusiva, do BFs para os locais com
remodelacdo 6ssea ativa, a liberacdo dos BFs de superficie por dessorcédo?, a sua
incorporacao no 0sso e o0 longo prazo para ocorrer a reabsor¢do subsequente, sao
utilizados para explicar as varias fases da eliminacdo do BF do osso (KHAN et al.,
1997).

2.2.1 Alendronato de Sdédio

O alendronato de sodio (ALN), farmaco cujo nome quimico é 4-amino-1-hidroxibutano
bifosfonato de sdédio, € um composto derivado do acido alendrénico que apresenta
uma potente capacidade de inibicdo da reabsorcao 6ssea: 6 a 10 vezes mais potentes
do que o pamidronato, e até 1.000 vezes mais potente do que o etidronato (MERAW,
REEVE; WOLLAN, 1999). O ALN encontra-se frequentemente na forma triidratada
(C4H12NNaO7P2.3H20). E constituido por um po6 fino e branco, apresenta
comportamento anfétero, visto que a sua estrutura possui caracteristica acida (dois

grupos fosforicos) e basica (grupo amina).

Por ser um BF nitrogenado, o ALN apresenta como mecanismo de ac¢éo a inibicdo da
enzima FPP sintase. Como consequéncia, a prenilacdo de proteinas reguladoras
intracelulares é prejudicada, ocorrendo a inibicdo do recrutamento ou diferenciacao

de osteoclastos, inducao da apoptose ou morte celular (MCCLUNG, 2003).

7

O ALN é o BF mais empregado para o tratamento da osteoporose, aléem da
hipercalcemia associada a neoplasias 0sseas e no controle da remodelacdo 0ssea
desordenada que ocorre na doenca de Paget, inibindo a reabsorcdo 6ssea, sem inibir
de forma acentuada a mineralizacao (MERAW; REEVE; WOLLAN, 1999). Estudos

@ Diciondrio informal: Dessor¢do é um fendmeno pelo qual uma substancia é liberada de uma superficie. O
processo é o oposto da absorcdo.
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descrevem uma meia-vida do &cido alendrénico de aproximadamente 11 anos,
semelhante a do calcio e outros minerais presentes no osso (KHAN et al., 1997), mas

ainda ndo se sabe se ele permanece biologicamente ativo (ENSRUD et al., 2004).

A ma absorcao a partir do trato gastrointestinal € uma caracteristica comum a todos
0os BFs e, quando administrado com as refeicoes, especialmente na presenca de
calcio e ferro, a sua absor¢do € reduzida significativamente. Pela via intravenosa,
cerca de 20 a 30% da dose administrada permanece no corpo, sendo a maior parte
no tecido 6sseo. O alendronato remanescente € excretado na urina na sua forma
inalterada, n&o sofrendo qualquer metabolizacdo aparente (CASTREN-
KORTEKANGAS et al., 1997).

2.2.1.1 Uso tépico do alendronato no tecido 6sseo

O primeiro relato sobre a acdo local do ALN sobre a reabsorcao éssea foi descrito por
Yaffe et al. (1995). Os autores compararam a acgao tépica (0,15; 0,75 e 1,5 mg/mL) e
sistémica via endovenosa (0,5mg/Kg) do ALN. No lado teste, o ALN topico foi aplicado
sobre o rebordo alveolar em mandibula de ratos apds rebatimento do retalho
mucoperiosteal. O ALN foi veiculado em esponjas de colageno embebidas nas
diferentes concentracdes da substancia, por 10 segundos. No lado controle, foi
utilizada solucéo salina. A partir dos resultados obtidos por radiomicrografia de alta
resolucdo, os autores ndo observaram diferenca estatisticamente significativa na
inibicdo da reabsorcédo 6ssea entre os grupos controle e teste na aplicacéo local do
ALN. Entretanto, quando comparadas as vias de administracdo, a sistémica
apresentou reducéo significativa da reabsorcao 6ssea.

Ja em 1999, Yaffe et al. investigaram a eficacia da absorcdo do ALN aplicado
topicamente. Apos o descolamento do retalho mucoperiosteal na regidao de pré-
molares e molares inferiores de ratos, uma esponja de gelatina embebida com 10 pL
de ALN marcado radioativamente (1 pCi/mg) foi aplicada ao 0sso exposto no lado
direito. No lado esquerdo (controle), foi aplicado a esponja de gelatina associada a
solugéo salina apenas. As esponjas de gelatina permaneceram no local por 10 e 60
minutos, e 0s animais sacrificados nesses intervalos de tempo. Os resultados

mostraram que 10% do conteudo total de ALN da esponja de gelatina foi absorvido no
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0sso localmente, apoiando fortemente a hipotese de que a administracéo tépica do
ALN pode representar uma modalidade de tratamento com o objetivo de evitar a

reabsorcdo do 0sso durante procedimentos odontologicos e ortopédicos.

Binderman, Adut e Yaffe (2000) também avaliaram o efeito do ALN aplicado
topicamente em cirurgias periodontais em ratos. ApO6s o0 descolamento
mucoperiosteal, foram inseridas esponjas de gelatina embebidas em ALN em
diferentes concentracdes (0, 1, 5, 20 ou 40 mg/mL), por um periodo de 2 horas. A
reducdo da perda Ossea foi observada nas concentracdes a 20 mg/mL e 40 mg/mL.
Entretanto, os melhores resultados foram obtidos na concentracdo de 20 mg/mL, visto
que na concentracdo de 40 mg/mL observou-se o aumento da acidez local,

interferindo na atividade antirreabsortiva do medicamento.

Gomes (2006) propés avaliar a citotoxicidade do ALN em diferentes concentracdes
(0,5; 1; 5; 10; 20 e 40 mg/mL) sobre osteoblastos em cultura celular. Os resultados
deste estudo demonstraram que o ALN adicionado a cultura de osteoblastos diminuiu
a viabilidade celular em mais de 60% em relacdo ao grupo controle, e seguiram uma
tendéncia dose dependente: a citotoxicidade do ALN foi diretamente proporcional a
sua concentracdo. As células permaneceram viaveis em todos o0s tempos
experimentais nas concentracdes inferiores a 5 mg/mL, entretanto, no grupo tratado

com 40 mg/mL a atividade mitocondrial ndo foi recuperada.

Toker et al. (2012) realizaram um estudo com 40 ratos, e em cada animal foi
confeccionado um defeito 6sseo padrdo na calvaria de 5 mm. No grupo controle, o
defeito 6sseo ficou vazio (sendo preenchido com coagulo sanguineo), e o grupo
experimental recebeu o ALN administrado sistémica ou localmente, combinado com
enxerto aloplastico bifasico de fosfato de célcio. Todos os animais foram sacrificados
apos 8 semanas. Em relacdo a neoformacdo Ossea, ndo foi observado diferenca

significativa entre a administracéo sistémica ou local do ALN.

2.3 ASSOCIACAO OSSO BOVINO LIOFILIZADO (BIO-OSS®) + BIFOSFONATOS

Houshmand et al. (2007) avaliaram se o pamidronato de sédio estimula a acao do Bio-
Oss® no reparo de defeitos 6sseos confeccionados na mandibula de ovelhas (n=8), e

encontraram uma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos teste e
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controle em relagédo a neoformagéo 0ssea. Foram realizados com trefina trés defeitos
de 6 mm de didmetro na mandibula de cada animal, e foram distribuidos em trés
grupos: controle negativo (coagulo sanguineo), controle positivo (Bio-Oss®) e teste (1
mg de pamidronato de sédio - Aredia® 90 mg - dissolvido em 10 mL de &gua destilada,
associado ao Bio-Oss®). Os animais foram sacrificados apdés 6 semanas e 0s
resultados histomorfométricos demonstraram que a associacdo do pamidronato de
s6dio ao Bio-Oss® melhorou a formagéo éssea devido a um aumento da porcentagem
de osso trabecular e diminuicdo significante do niumero de osteoclastos no 0sso

regenerado.

Rocha (2013) avaliou o efeito do ALN nas concentrac¢des de 0,5 e 1% associados ao
0sso bovino inorganico (Bio-Oss®) aplicado topicamente nos defeitos 6sseos
confeccionados em calvaria de coelhos. Os resultados foram encontrados a partir de
imagens obtidas por meio de radiomicrografias realizadas nos lados controle e
experimental nos periodos de 30 e 60 dias. A adicdo do ALN, em ambas as
concentracfes, ao 0sso bovino inorganico acelerou o processo de reparo 0sseo
guando comparado ao 0sso bovino isoladamente, sendo que na concentracdo de

0,5% promoveu maior porcentual de reparo 6sseo.

Moller et al. (2014) realizaram um estudo em 8 porcos adultos, nos quais foram
removidos 6 blocos 6sseos corticoesponjosos do ramo mandibular bilateralmente (3
no lado teste e 3 no lado do controle) que, posteriormente, foram fixados no processo
alveolar da mandibula com parafusos de titanio. Apos a fixacéo, eles foram cobertos
no lado do teste com (1) membrana de colageno Bio-Gide® impregnada com ALN em
solugdo aquosa (1 mg/mL); (2) Bio-Oss® embebido em ALN em solugdo aquosa
(Img/mL), e (3) solucdo de ALN em solucao aquosa (1 mg/mL). No lado controle foi
realizado o mesmo o tratamento, exceto a aplicacdo tépica do BF. Os animais foram
sacrificados ap0s 12 semanas e, pela analise histolégica, foi observado que o uso
topico do ALN reduziu a reabsorgcéao 0ssea durante o processo de remodelacdo 0ssea.
Entretanto, sinais de osteonecrose na parte inferior dos enxertos 0sseos foram
evidenciados, principalmente no grupo teste 2, sugerindo que a dose da solugéo do
BF utilizada no estudo foi elevada. Os autores concluiram que € necessario realizar
testes pré-clinicos e mais estudos, a fim de melhorar o método de aplicagao tépica e

otimizar a dosagem do farmaco a ser utilizado.
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Mais recentemente, Kim et al. (2015) avaliaram em calvaria de 36 ratos se a rhBMP-
22 e a aplicacdo topica do ALN (em alta=10mM e baixa=1mM concentragées)
apresentavam uma acao sinérgica na regeneracao 0ssea quando associadas ao Bio-
Oss®. Os animais foram sacrificados apés 2, 4 e 8 semanas apoés a cirurgia. Eles
observaram que a associacdo rhBMP-2 + ALN em baixa concentracdo + Bio-Oss®
apresentaram melhores resultados pela reducdo da atividade de RANKLP dos
osteoblastos. Entretanto, eles concluiram que mais estudos sédo necessarios a fim de

descobrir a concentracéo ideal dos BFs para aplicacéao topica nos defeito dsseo.

2.4 MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA

A micro-CT foi desenvolvida na década de 90 por meio de um escaner para avaliar
pequenas amostras fornecendo imagens de alta resolucdo, tdo pequenas quanto 1
pum. Essa técnica elevou o potencial para pesquisas em espécimes pequenos, e
suscitou a possibilidade da realizacdo de investigacdes tridimensionais por meio da
representacdo virtual de uma amostra. A micro-CT foi validada como um método de
avaliacdo e analise 3D do osso trabecular em 1998, apds a comparacao dos seus
resultados com os resultados morfométricos obtidos pela histomorfometria
convencional (MULLER et al., 1998).

Véarios exames de imagem tem sido utilizados para avaliacdo da qualidade 6ssea.
Para microestrutura 6ssea, a micro-CT foi recomendada como o padrao-ouro para
avaliacdo da morfologia e microarquitetura 6ssea. No entanto, é limitada a pequenas
amostras de 0ss0, ndo existindo ainda aparelhos que realizem exames em pacientes.
As multiplas projecdes de raios-X em diferentes angulac6es da micro-CT permitem
uma reconstrucdo 3D precisa das amostras 6sseas, possibilitando a avaliagcdo do
trabeculado o6sseo. A micro-CT é usada para mensurar algumas variaveis
histomorfométricas, incluindo volume 6sseo, volume tecidual total, fragdo de volume
0sseo, espessura e numero de trabéculas dsseas e espacos trabeculares (IBRAHIM
et al., 2013).

2 Cirano et al., 2007: a proteina dssea morfogenética é uma substancia osteoindutora que inicia o
desenvolvimento dos tecidos através da estimulacdo da conversdo de células indiferenciadas em células
condroprogenitoras e osteoprogenitoras.

® moleculasosseas.blogspot.com.br: RANKL (ligante do receptor do fator nuclear kappa-B) é umas das vias que
regula a osteoclastogénese, mediada pelos osteoblastos.
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As imagens obtidas pela micro-CT sao o resultado das diferengas nas propriedades
de atenuagcdo de raios-X nos espacos da medula 6ssea e nos tecidos moles
(BURGHARDT; LINK; MAJUMDAR, 2011), que retratam a rede trabecular em
diferentes niveis de cinza de acordo com seu contetdo mineral (GENANT; JIANG,
2006; LESPESSAILLES et al., 2006).

A micro-CT tem sido utilizada para diferentes fins, como: (1) estudo do crescimento e
desenvolvimento; (2) estudo de fendtipos esqueléticos em modelos de ratos; (3)
estudo de camundongos geneticamente modificados; (4) estudos em modelos animais
sobre osteoporose pds-menopausa ou distrofia renal; (5) estudos sobre interacdes
farmacoldgicas; (6) estudos mecanicos relativos a forca de carga e estresse; (7)
estudos sobre a reparacdo de fraturas, e (8) estudos sobre a morfologia articular
(BOUXSEIN et al., 2010). Outros autores utilizaram a micro-CT para avaliar a
qualidade da obturacdo endoddntica do sistema de canais radiculares por técnicas
diferentes (MARTINS et al., 2011) ou a presenca de defeitos dentinarios, como trincas,

microtrincas e fraturas verticais das raizes (QUEIROZ, 2014).

Pesquisas in vivo em pequenos animais com cancer também tem utilizado a micro-
CT, visto que é uma técnica ndo invasiva, apresenta alta resolucdo e rapidas
aquisicoes, possibilitando o acompanhamento a longo prazo do animal (PAULUS et
al., 2000).

Na odontologia, varios sistemas de classificacdo sao utilizados para avaliar a
gualidade 6ssea em exames de imagem, como as classificacdes de Lekholm e Zarb
(1985), Misch (1989) e Trisi e Rao (1999), sendo a primeira largamente utilizada nos
estudos de implantes dentarios que analisam o 0sso trabecular. Um indice visual
também foi proposto por Lindh, Petersson e Rohlin (1996), visando simplificar a
classificacdo trabecular nas radiografias periapicais. Este indice classificou o padrao
trabecular de acordo com os espacos intertrabeculares em pequenos ou grandes,
além do grau de trabeculado em esparso ou denso. No entanto, essas técnicas sédo
subjetivas e ainda permanecem parcialmente validadas (RIBEIRO-ROTTA et al.,
2011).

De Oliveira et al. (2012) instalaram 46 implantes na maxila e mandibula em 32

voluntarios, previamente avaliados por radiografias convencionais e TC. Durante a
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instalacdo de cada implante, bidpsias 6sseas foram removidas com broca trefina na
primeira perfuragdo. Posteriormente, cada amostra foi avaliada pela micro-CT para
analise da microarquitetura e densidade Ossea. Os autores concluiram que esses
fatores podem influenciar potencialmente na estabilidade primaria dos implantes
dentérios, sendo que os parametros relacionados a microarquitetura 6ssea podem
revelar aspectos importantes das suas propriedades mecanicas, essenciais para o

sucesso do implante.

Vandeweghe et al. (2013) compararam a micro-CT com a histomorfometria no intuito
de avaliar sua precisdo na determinacdo da resposta 6ssea a dois materiais de
implante diferentes. Foram instalados 32 implantes em fémur de coelhos, sendo 16
de titanio e 16 de hidroxiapatita. Depois de 2 e 4 semanas, 0s animais foram
sacrificados e as amostras digitalizadas por meio da micro-CT com resolucéo 36 um
e analisadas tridimensionalmente em relagdo a area dssea e interface osso-implante.
Todas as amostras foram seccionadas em uma espessura final de cerca de 40 um e
coradas com azul de toluidina para histomorfometria. A comparacéo direta mostrou
gue apenas no tempo de 2 semanas a area 6ssea para os implantes de titanio foi
significativamente diferente entre as analises microtomogréafica e histomorfométrica.
Os autores concluiram que a micro-CT correspondeu com a histomorfometria e pode
ser uma ferramenta valiosa para examinar tridimensionalmente a estrutura 6ssea ao

redor dos implantes.

Verket et al. (2013) realizaram um ensaio clinico em 17 pacientes apresentando a
altura do rebordo maxilar entre 3 e 6 mm, submetidos a elevacao do assoalho do seio
maxilar usando granulos de titanio poroso, associado a instalacdo de 1 a 3 implantes.
Seis meses ap0s o procedimento cirdrgico, foi realizada bidpsia do local enxertado e
as amostras obtidas foram digitalizadas por meio da micro-CT, com cortes de
espessura de 3 um. Posteriormente, as amostras foram preparadas para analise
histolégica, com cortes de espessura de aproximadamente 70 pm, coradas com
hematoxilina e eosina. As percentagens em volume ocupados por novo 0SSO e por
granulos de titanio poroso na regido de interesse foram de 19 + 5,8% e 22,7 + 4,7%,
respectivamente. Trés diferentes gradientes de densidade foram observados nas
amostras de micro-CT: uma de alta densidade, representada pelos granulos de titanio
poroso; de densidade média, representada pelo osso trabecular e, finalmente, uma de

baixa densidade, representada pelo tecido ndo mineralizado. As imagens da micro-
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CT demonstraram uma rede trabecular 6ssea densa unida a superficie dos granulos.
Ja na andlise histologica, as percentagens de 0sso neoformado e granulos de titanio

foram de 16,1 £ 9,4% e 25,9 * 6,1%, respectivamente.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do uso topico do ALN a 0,5% isolado ou em associacdo ao 0SSO
bovino liofilizado (Bio-Oss®) sobre o reparo 6sseo dos defeitos confeccionados em

calvéaria de ratos, por meio de imagens tridimensionais da micro-CT.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Obter os parametros de qualidade Ossea (volume tecidual total, densidade
volumétrica e volume 6sseo) do reparo das cavidades nos diferentes grupos, por meio

da micro-CT;

b) Obter os parametros de microarquitetura 6ssea (numero de trabéculas ésseas,
espessura trabecular e espaco entre as trabéculas 6sseas) do reparo das cavidades

nos diferentes grupos, por meio da micro-CT, e

c) Comparar os parametros de qualidade e microarquitetura éssea entre 0s grupos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CONSIDERACOES ETICAS

Este trabalho foi realizado junto ao Programa de POés-Graduagdo em Clinica
Odontolégica da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), dentro da Linha de
Pesquisa Bases Bioldgicas e Clinicas em Odontologia, sendo desenvolvido apos
aprovacao dos protocolos experimentais pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da UFES sob o protocolo n® 10/2014
(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 Experimentacado, Lei n. °
11.794, de 09 de outubro de 2008.

4.2 DELINEAMENTO DA PESQUISA

A presente pesquisa foi desenvolvida dentro do paradigma tradicional quantitativo,
caracterizado como um estudo experimental verdadeiro, grupo controle/pos-teste,
seguindo o seguinte delineamento (adaptado de CAMPBELL; STANLEY, 1979):

R Xea O
R Xeae O
R XcB O
R Xac O; onde:

R= randomizado, X= tratamento (teste); Xea= Grupo Alendronato; Xcas= Grupo
Alendronato + Bio-Oss®; Xces= Grupo Bio-Oss®; Xcec= Grupo controle/coagulo
sanguineo; O = Observacgao (pos-teste) em 90 dias.
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4.3 AMOSTRA E DISTRIBUICAO DOS GRUPOS

A amostra foi constituida por 18 ratos Wistar, machos, adultos, com peso corporal
médio de 300 a 400g.

Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em grupos de 09 animais. Na calvaria de
cada animal foram confeccionadas duas cavidades, totalizando 36 defeitos 6sseos.
As cavidades Osseas foram distribuidas aleatoriamente de forma a constituir 4 grupos

de acordo com o tratamento instituido, conforme exposto no QUADRO 02.

QUADRO 2 - Distribui¢cdo dos grupos de acordo com o tratamento instituido.

GRUPOS n SUBSTANCIA CAVIDADE
Osso parietal
GA ALN 0,5% o
Lado direito
09 :
. Osso parietal
GAB ALN 0,5% + Bio-Oss®
Lado esquerdo
, Osso parietal
GB Bio-Oss® o
Lado direito
09 :
i . Osso parietal
GC Coéagulo sanguineo
Lado esquerdo

GA= Grupo A; GAB= Grupo AB; GB= Grupo B; GC= Grupo C; ALN= Alendronato de sédio; n= nimero
de animais.

Os animais foram acondicionados em gaiolas coletivas de polipropileno com quatro
ou cinco animais, sob condi¢cdes controladas de temperatura (22 + 2°C) e umidade (50
+ 10%) e ciclo claro/escuro de 12h (7 - 19h), com acesso a 4gua e alimentacéo padréo

(MP-77, Primor) ad libitum, com limpeza a cada 2 dias.

4.4 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os procedimentos cirurgicos foram realizados no Biotério da UFES. ApGs a pesagem,

0os animais foram anestesiados com Cloridrato de Ketamina (0,05 mL/100 g)? e

a Ketamina Agener 10%®, Agener Unido — Saude Animal, Sdo Paulo - SP, Brasil
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Cloridrato de Xilazina (0,025 mL/100 g)?, por via intraperitoneal (FIGURA 4). Para
profilaxia antibiotica foi utilizado Enrofloxacino 2,5% 10 mg/KgP via subcutanea, sob

orientacdo do médico veterinario® responsavel-técnico pelo Biotério da UFES.

FIGURA 4 - Cloridrato de Ketamina (Ketamina Agener® e Cloridrato de Xilazina (Anasedan®) utilizados
para anestesia geral e Enrofloxacino (Flotril®) para profilaxia antibiética.

Ketamina
Agener joy -
Cloridrato de Cetomina =

SO VETERINARIO Anasefnlgg

Agente USO VETERINARIO
Anestésico

INJETAVEL

(onlém

1 frasco-ampola de 50 mL
1
5 S

Fonte: Dados da pesquisa. PPGCO/UFES, 2016.

Os ratos foram tricotomizados, com auxilio de aparador elétrico de pélos?, na regiéo
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% aquosa®, seguida pela colocacdo de
um campo cirdrgico de TNT fenestrado, estéril, com dimensdes de 20 X 20 cm,
confeccionado para expor a cabeca do animal e cobrir o restante do corpo, como
barreira para controle de infec¢cdo. O procedimento cirdrgico ocorreu de forma
independente, sobre uma bancada coberta com campo cirargico estéril descartavel e

com troca de material cirirgico para cada espécime.

Como anestésico local, foi utilizado Cloridrato de Lidocaina a 2% com Epinefrina
1:100.000', sob infiltracdo anestésica subcutanea, com finalidade de hemostasia e
analgesia transoperatéria adicional, além de controle de dor no pds-operatorio

imediato. Apés infiltracdo anestésica, utilizando lamina de bisturi n°® 159 montada em

a Anasedan injetavel®, Sespo Industria e Comércio Ltda., Paulinia - SP, Brasil

b Flotril Injetavel 2,5%®, Intervet Schering-Plough, Sdo Paulo — SP, Brasil

¢ Dr. Rodolpho José da Silva Barros — CRMV-ES 1589

d Philips Style Shaver - QS6141/32, Philips, Sdo Paulo — SP, Brasil

¢ Riohex 2%®, Rioquimica Industria Farmacéutica, Sdo José do Rio Preto - SP, Brasil

f Alphacaine 1:100®, DFL Industria e Comercio S/A, Rio de Janeiro - RJ, Brasil

9 Solidor, Suzhou Kyuan Medical Apparatus Co.Ltd., Beigiao Town, Suzhou City - China
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cabo de bisturi Bard Parker n° 3, foi realizada uma incisdo coronal linear medindo
cerca de 1,5 cm de extensdo, compreendida entre as orelhas (FIGURA 5A). Apos esse
procedimento, o periosteo foi descolado com o descolador de Molt e afastado
juntamente com os demais tecidos, expondo a superficie externa da calvaria (FIGURA
5B). Com auxilio de uma seringa descartavel de 20 mL2, a regido foi irrigada com soro
fisioldgico a 0,9%P, secando-se posteriormente com gaze estéril.

FIGURA 5 - A) Incisdo dermoperiostal entre os pavilhdes auriculares ap0s tricotomia. B)
Descolamento do peridsteo e exposi¢cdo da calvaria.

Fonte: Dados da pesquisa. PPGCO/UFES, 2016.

As duas cavidades com 5 mm de diametro, direita e esquerda, foram distribuidas
lateralmente a sutura sagital mediana, nos ossos parietais (FIGURA 6).

FIGURA 6 - Representacao esquematica da calvaria do rato. Defeitos 6sseos de 5mm de diametro
(d) (cavidades direita e esquerda), confeccionados nos 0ssos parietais.

» Ossos parietais

/ B> Cavidade direita

Cavidade esquerda

» Sutura sagital mediana

Fonte: Dados da pesquisa. PPGCO/UFES, 2016.

a Seringa hipodérmica 20 mL, Injex IndUstrias Cirargicas Ltda., Ourinhos - SP
b Solucéo fisiolégica 0,9%, Arboreto Laboratério Farmacéutico, Juiz de Fora - MG
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Os defeitos 6sseos foram confeccionados com broca multilaminada em formato de
péra com maior didmetro de 5 mm (FIGURA 7A), correspondente ao tamanho dos
defeitos 6sseos. A broca foi montada em peca de méo reta e acionada por meio de
um motor elétrico em baixa rotacdo, sendo pressionada perpendicularmente e
levemente com movimentos intermitentes no sentido superoinferior, sob irrigacao
abundante com soro fisiolégico 0,9%, promovendo o rompimento das corticais externa
e interna da calvaria, sem lesar as meninges (FIGURA 7B).

FIGURA 7 — A) Confecg¢édo das cavidades 6sseas utilizando broca multilaminada em forma de péra,

em baixa rotacd@o, sob irrigacdo com soro fisioldgico. B) Cavidades Osseas direita e esquerda
confeccionadas de cada lado da sutura sagital mediana.

Fonte: Dados da pesquisa. PPGCO/UFES, 2016.

Apés a confeccédo das cavidades, essas foram irrigadas abundantemente com solucéo
fisiologica para remocéo dos residuos gerados no processo de confec¢cdo dos defeitos
e secadas com gaze estéril. Procedeu-se o tratamento em cada grupo, de acordo com
0 QUADRO 2:

Grupo A (GA = ALN 0,5%): 09 cavidades 0sseas (do lado direito) foram preenchidas
com ALN manipulado na concentracdo de 1,6 mg/L (0,5%)2 (ANEXO B) (FIGURA 8
A). Uma esponja de gelatina reabsorvivel estéril® (FIGURA 8 B) foi utilizada como
veiculo e manutencdo do ALN na cavidade Ossea. A esponja possuia 1mm de
espessura e foi recortada em discos de 5mm de diametro. Os discos foram embebidos
na solucéo de ALN e inseridos nas cavidades (FIGURA 8 C).

@ Pharmécia Specifica Ltda., Bauru-SP
b GelitaSpon®, Gelita® Medical, Amsterdam, Holanda,
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FIGURA 8 — A) Solucédo de ALN 0,5%; B) Esponja de gelatina reabsorvivel, utilizada como veiculo para
inser¢@o e manutencéo do ALN na cavidade dssea; C) Disco de esponja de gelatina de 5mm embebido
na solucéo de ALN.

SIZE 100 125xB0x10mm LOT GS610TO 1384/ 7 §2015/09
rr— e -~

Fonte: Dados da pesquisa. PPGCO/UFES, 2016

Grupo B (GB = Bio-0ss®): 0sso bovino liofilizado marca Bio-Oss® (FIGURAS 9 A e
9 B), na granulacao de 0,25 a 1mm foi inserido nas cavidades do lado direito de 09
animais. Apés umidificado com solucao salina, o biomaterial foi inserido com auxilio
da cureta alveolar de Lucas delicadamente, de forma que n&o fosse comprimido
excessivamente, mantendo espaco suficiente para a formacgéo de novo osso (FIGURA
12 A).

FIGURA 9 — A) llustragéo dos granulos de Bio-Oss® 0.25-1.0mm e B) Embalagem com especificagbes
do enxerto 4sseo bovino.

\ e RN

Geistlich
Bio-Oss

natural bone grafting mat

small particles 0.25-1.0 rnm.I .
cancellous granules 0. Sg c

erial

J e

LEADING REGENERATION

Fonte: www.geistlich.com.br

Grupo AB (GAB = ALN 0,5% + Bio-Oss®): os granulos de Bio-Oss® foram embebidos
na solucdo de ALN 0,5% e inseridos cavidades Osseas do lado esquerdo de 09

animais.

Grupo C (GC = Controle/Coagulo sanguineo): no grupo controle nao foram

inseridas substancias, as cavidades do lado esquerdo de 09 animais foram

2 Bio-Oss®, Geistlich Pharma, Wolhusen - Suiga, http://www.geistlich.com.br/
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preenchidas com coagulo sanguineo autdégeno proveniente do préprio leito cirdrgico
(FIGURA 10A).

Os tecidos foram reposicionados de forma que o periosteo recobrisse as cavidades, e
posteriormente suturados com fio nylon 5-0* (FIGURA 10B) com pontos simples
interrompidos, com o auxilio de um porta-agulha Mayo Hegar e uma pinca Adson
Brown. A regiéo foi limpa com gaze umedecida em soro fisiolégico para remog&o dos
residuos de sangue, e 0s animais colocados na posi¢ao de decubito ventral em gaiolas

individuais para recuperacao da anestesia.

FIGURA 10 — A) Cavidade 6ssea 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, 2016.

Para controle da dor pés-operatoria, foi utilizado o Paracetamol Gotas 200mg/Kg®, via
oral, imediatamente apds o término do procedimento e por mais trés dias, sendo

adicionado ao recipiente de agua de beber dos animais.

4.5 MORTE DOS ANIMAIS E OBTENCAO DAS PECAS OPERATORIAS

Alcancado o periodo de observacdo de 90 dias poOs-operatorios, os animais foram
sacrificados por meio de dose letal intramuscular de Cloridrato de Xilazina 15mg/Kg a
30mg/Kg e Cloridrato de Ketamina 150mg/Kg a 225mg/Kg.

Para obtencédo da peca operatoria, foi realizada uma incisdo na regido mais posterior
dos tecidos moles da cabeca, com de lamina de bisturi n° 15 montada em cabo Bard-

a Shalon® Suturas, S&o Luis de Montes Belos — GO, http://www.suturas.com.br/
b Tylenol®, Janssen-Cilag Farmacéutica LTDA., Séo José dos Campos - SP
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Parker n° 3, com o cuidado de ndo danificar a regido 6ssea de interesse. O tecido
mole sobre a calvéria foi removido com o auxilio de tesoura Metzenbaum e pinga
Adson Brown, promovendo uma ampla visualizacdo da calvaria, incluindo os 0ssos
parietais. A remocéao da calvaria foi realizada por meio de osteotomia com uma broca
n°® 702 em baixa rotagdo, sob irrigacéo constante de solucéo fisiolégica a 0,9%. A linha
de osteotomia respeitou uma distancia de 4 a 5 mm da area dos defeitos.

Realizadas as 04 linhas de osteotomia em torno dos defeitos 0sseos, a parte de
interesse da calvaria foi removida com o auxilio de um descolador de Molt e uma pinca
Adson Brown. Apdés exame macroscopico local, as pecas operatorias foram
armazenadas em recipientes plasticos contendo formalina neutra tamponada a 10%
para fixagao e conservacao, com a finalidade de evitar as altera¢des post mortem dos

tecidos, com identificacdo para cada animal e grupo correspondente.

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

conforme protocolo do Biotério da UFES.

4.6 ANALISE MICROTOMOGRAFICA COMPUTADORIZADA

Para aquisicdo das imagens foi utilizado um aparelho de microtomografia
computadorizada Skyscan 1072 (Kontich, Bélgica), pertencente ao laboratério de
Nanobiotecnologia do Departamento de Morfologia e Genética do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade de Brasilia (FIGURA 11).

FIGURA 11 — Microtomoégrafo Skyscan 1072 (Kontich, Bélgica).

p——

Fonte: Dados da pesquisa. PPGCO/UFES, 2016.
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Antes da insercdo das amostras na mesa do microtomografo, as calvarias foram
colocadas isoladamente em recipientes com alcool 70% (&lcool etilico hidratado 70°),
e estabilizadas a sua base com gaze estéril para evitar qualquer tipo de movimentacao
durante a obtencédo da imagem. Posteriormente, foram escaneadas com resolucéo
isotropica de 18 um de tamanho do pixel, os niveis de energia dos raios-X foram
fixados em 70 kV, a corrente de 142 pA, utilizando um filtro de aluminio com 0,5 mm
de espessura para otimizar o contraste. O tempo de integracdo foi de 560ms, 180° de
rotacdo, com quatro projecdes radiograficas a cada 0,6° de rotacdo. As amostras
permaneceram na camara de exposicdo do aparelho durante todo o ciclo do
escaneamento. Ao final do processo, as imagens obtidas foram reconstruidas
utiizando o software NRecon (Bruker, Kontich, Bélgica). As imagens foram
reposicionadas utilizando o software DataViewer (Bruker, Kontich, Bélgica) com a
finalidade de alinhar os planos de corte, para que cada defeito fosse seccionado no
seu longo eixo. O reposicionamento foi realizado para o lado direito e esquerdo
separadamente, devido a forma convexa da calvaria (FIGURA 12). Apés o
alinhamento, a regido de interesse foi delimitada usando o software CTAnalyser
(Bruker, Kontich, Bélgica) por meio de uma circunferéncia de 5 mm de diametro
selecionada e posicionada na imagem de acordo com o centro do defeito e um novo
dataset foi salvo, desta vez contendo apenas a regido do defeito, incluindo o 0sso
neoformado e o Bio-Oss®, quando presente (FIGURAS 13 A e B). A contagem de
cortes entre o topo e a base do defeito totalizou 50 cortes, cerca de 0,9 mm de

espessura.
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FIGURA 12 — Reposicionamento das imagens com cortes atravessando o defeito no seu longo eixo,
por meio do software DataViewer. Demonstragéo do lado esquerdo da calvéaria (Grupo AB).
B tce T T — O W |

Actions View Options

@ b K RQEM (@ |n?

Fonte: Dados da pesquisa. PPGCO/UFES, 2016.

FIGURA 13 — A) Selecdo da regido de interesse feita em uma reconstrucao axial apos alinhamento da
imagem pelo software CTAnalyser (Bruker, Kontich, Bélgica). Circunferéncia de 5mm de diametro
posicionada na imagem de acordo com o centro do defeito. B) Sele¢&o do defeito.

©, i ments00 e 17 o0 00 T T T 7 D A R O W W T N T e
[Fie View image Regenofimees Help

) BPR D@0 V| | Br@Q 1@ @) @ &®@ =fF
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Fonte: Dados da pesquisa. PPGCO/UFES, 2016.
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@J controled8_rec cor. tra voi,0193.bmp - CTAN

Fonte: Dados da pesquisa. PPGCO/UFES, 2016.

Com a selecao de threshold (algoritmo de segmentacéo, ou filtro de imagem, para
selecionar a estrutura de interesse) aplicada, o 0sso foi selecionado em vermelho e o
Bio-Oss® excluido em verde (FIGURAS 14 A). Para a selecdo dos tons de cinza que
representam o 0sso, foi determinado um threshold fixo de 40 a 120, excluindo-se
assim o tom de cinza do Bio-0ss®, quando presente.

FIGURA 14 — Imagem tomografica da area de interesse: osso neoformado selecionado em vermelho e
granulos de Bio-Oss® excluidos em verde.

Fonte: Dados da pesquisa. PPGCO/UFES, 2016.
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Para avaliar a qualidade e a microarquitetura 0ssea, foram analisados alguns dos
parametros descritos por Parfitt et al. (1987) e adaptado por de Oliveira et al. (2012)
para micro-CT (Quadro 3).

QUADRO 3 — Parametros obtidos pela micro-CT relacionados a qualidade e microarquitetura éssea.

PARAMETRO SIGLA DESCRIGAO
VOLUME DO OSSO VO Volume de tecido 6sseo da amostra
VOLUME TECIDUAL TOTAL VT Volume tecidual total da amostra
) Fracao do tecido 6sseo no volume total da
DENSIDADE VOLUMETRICA DO amostra. ParAmetro utilizado em situagfes
VO /VT ~ ;
0SSO gue alteram a remodelagdo éssea, pois
reflete o ganho/perda de osso.
ESPESSURA TRABECULAR TB.TH Espessura média das trabéculas 6sseas
ESPACOS ENTRE AS . .
TRABECULAS OSSEAS TB.SP Espaco entre as trabéculas 6sseas
Numero de vezes que uma trabécula é
NUMERO DE TRABECULAS atravessad_a por outras.em um determinado
. TB.N comprimento selecionado de forma
OSSEAS -
aleat6ria, em todo o volume do 0sso
analisado

Fonte: Parfitt et al. (1987), adaptado por de Oliveira et al. (2012).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica deste trabalho foi realizada por meio de medidas de amplitude,
tendéncia central e variabilidade (média e desvio padrdo). Nas comparacdes dos
parametros de qualidade e microarquitetura 6ssea foi utilizado o teste de ANOVA,
seguido pelo teste de comparacdo mdltipla de Tukey, para comparacdo entre os
grupos (para avaliacdo de dados paramétricos). O nivel de significancia utilizado foi
de 5% e intervalo de confianga de 95%.

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



45

5 RESULTADOS

As médias dos valores dos pardmetros de qualidade 6ssea (volume tecidual total,
densidade volumétrica e volume 6sseo), obtidos por meio da andlise das imagens

tridimensionais da micro-CT, estdo representadas na TABELA 1.

TABELA 1 - Caracterizacéo dos parametros de qualidade 6ssea obtidas pela micro-CT, em cada grupo.

GRUPOS GAB GC
GA GB . 5
. Bio-Oss® + Coagulo p
2 0, - ®
PARAMETROS AN O3 Blogess ALN 0,5% sanguineo
Volume Osseo 9,78ab 12,74b 11,0920 8,99a
(M em mm?+ DP) +2,93 +1,77 +2,43 +2,58 0,016
Volume Tecidual Total 26,722 29,882 27,112 27,382
(M em mm3 DP) +8,78 +7,39 +6,92 +7,21 0,812
Densidade 37,342 44,202 42,192 33,362

Volumétrica do Osso
(M em % + DP)
M = Média; DP = Desvio Padrdao; mm3 = milimetros culbicos; ALN = Alendronato de Saédio;

ANOVA/Teste de Tukey; p < 0,05, diferencga estatisticamente significante para letras diferentes por
paréametros.

+10,08 8,02 19,04 +9,15 0,070

Quando observado o volume ésseo, o0 GB (12,74 + 1,77 mm?3) apresentou a maior
média de neoformacéo 6ssea, seguido pelo GAB (11,09 + 2,43 mm?), GA (9,78 + 2,93
mm?) e, por Ultimo, o GC (8,99 + 2,58 mm?3). Entretanto, o teste de Tukey evidenciou

diferenca estatisticamente significativa apenas entre o GB e o GC (p=0,016).

Em relacdo ao volume tecidual total das cavidades 6sseas em reparo, observou-se
gue 0s grupos apresentaram meédias aproximadas entre si, sendo que o GB
apresentou o maior resultado (29,88 + 7,39 mm?), enquanto o GA (26,72 + 8,78 mm3)
o0 mais inferior deles, mostrando que houve menor preenchimento tecidual total no
periodo de tempo observado, quando inserida esponja de gelatina embebida em
solucéo de ALN 0,5% na cavidade 6ssea. No entanto, ndo houve diferenca estatistica

entre 0s grupos para esta variavel.

Quanto as médias do parametro de densidade volumétrica do osso, medida em
percentagem, observou-se maior densidade nas cavidades preenchidas por Bio-Oss®,
sendo que no uso do Bio-Oss® isolado o osso neoformado apresentou-se ligeiramente
mais denso do gque o Bio-Oss® associado ao ALN (GB = 44,20 + 8,02% e GAB=42,19
+9,04%), enquanto o GC (33,36 * 9,15%) apresentou a menor média. Contudo,
aplicando-se o teste de Tukey também ndo foram observadas diferencas

estatisticamente significativas na densidade volumétrica do 0sso entre 0s grupos.
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As médias dos valores dos parametros de microarquitetura 6ssea (nimero de
trabéculas Osseas, espessura trabecular e espaco entre as trabéculas 0Osseas),
obtidas por meio da analise das imagens tridimensionais da micro-CT, estédo
representadas na TABELA 2.

TABELA 2 - Caracterizacdo dos parametros de microarquitetura éssea obtidas em cada grupo.

GRUPOS GAB GC
A ALI\CI;Q 5% Bifgss® SOk - Caegn e .
PARAMETROS ’ ALN 0,5% sanguineo
Numeroodsesl';aslbeculas 0,642 0,858 0.97b 0,652 0,003
(M em mm-+ DP) 10,14 +0,20 +0,28 10,14
Espessura Trabecular 0,58b 0,53ab 0,452 0,512b
(M em mm + DP) +0,09 +0,07 0,08 +0,08 0,017
Espacos Entre as
, 5 0,702 0,582 0,572 0,762
Trabéculas Osseas +0.23 +0.14 +022 £0.22 0,088

(M em mm + DP)

M = Média; DP = Desvio Padrdao; mm-1 = nimero de trabéculas por milimetro; ALN = Alendronato
de Sédio; ANOVA/Teste de Tukey; p < 0,05, diferenga estatistica significativa para letras diferentes
por par@metros.

Observou-se que 0 GAB e 0 GB apresentaram maior numero de trabéculas 6sseas
por mm (0,97 + 0,28 mm* e 0,85 + 0,20 mm, respectivamente), sem diferenca
estatisticamente significativa entre eles. Os grupos GA e GC apresentaram valores
inferiores e muito préximos (0,64 + 0,14 mm™ e 0,65 + 0,14 mm%, respectivamente),
e com diferenca estatisticamente significativa quando comparados ao GAB (p=0,003).
Dessa forma, sugere-se que a presenca do Bio-Oss® estimulou a formacgédo de novas
trabéculas 6sseas nas cavidades em que foi inserido.

A espessura trabecular apresentou maiores médias no GA (0,58 + 0,09 mm),
seguida pelo GB (0,53 £ 0,07 mm) e GC (0,51 + 0,08 mm), sendo que o GAB mostrou
trabéculas menos espessas (0,45 + 0,08 mm). Aplicando-se o teste de Tukey
evidenciou-se diferenca estatisticamente significativa entre as médias do GA e GAB
(p=0,017).

Jaemrelacdo ao espaco entre as trabéculas 6sseas, as médias evidenciaram maior
espacamento no GC (0,76 £ 0,22 mm), enquanto o GAB (0,57 = 0,22 mm) demonstrou
menor espacamento. Apesar disso, nesse parametro ndo foi observado diferenca

estatistica entre 0s grupos.
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6 DISCUSSAO

Os estudos que avaliaram o uso topico de drogas surgiram com O objetivo de
estabelecer uma dose 6tima de uma substancia bioativa precisamente no local onde
€ desejada, em vez de se distribuir excessivamente e de forma desnecessaria por
todo o corpo, através da circulacdo sistémica (MOLLER et al., 2014). Acredita-se que
a aplicagao local do ALN evita a maioria dos efeitos colaterais, proporcionando uma
maior concentragéo local (KAWATA et al., 2004; SHARMA; PRADEEP, 2012a, b).
Yaffe et al. (1999) observaram que 10% do conteudo total do ALN é absorvido no 0sso
localmente e uma Unica aplicacdo topica do BF permite adequada distribuicdo do

medicamento no 0sso devido a sua alta afinidade a parte mineral deste tecido.

O numero de estudos sobre a acao e a efetividade da aplicacao tépica do ALN tem
sido cada vez mais crescente e tem como um dos objetivos substituir a sua
administracdo sistémica no intuito de minimizar efeitos colaterais, como esofagite,

erosoes, ulceragcdes (FLEISCH, 1998) e osteonecrose dos maxilares (MAAHS, 2008).

Na presente pesquisa, a concentracdo de 0,5% (5mg/mL) de ALN em dose Unica foi
definida a partir de alguns trabalhos da literatura. 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 da radiomicrografia, maior
neoformacédo 6ssea na aplicacdo do BF na menor concentracao (0,5%). Binderman,
Adut e Yaffe (2000) analisaram os efeitos do ALN (0, 1, 5, 20 ou 40 mg/mL) em
cirurgias periodontais veiculado em esponja de colageno, e verificaram efeito positivo
na aplicacdo topica, com reducéo significativa da perda 6ssea alveolar, além de
resultados dose dependentes. Quando utilizado em alta concentracdo (40 mg/mL)
ocorreu interferéncia na atividade antirreabsortiva do medicamento. Gomes (2006)
demonstrou que células osteoblasticas permaneceram viaveis quando o ALN foi
utilizado nas concentracdes inferiores a 5 mg/mL, e também constatou que na
concentracdo de 40 mg/mL, a atividade mitocondrial dos osteoblastos n&o foi
recuperada. Resultados favoraveis quanto ao reparo Osseo foram também
observados por Komatsu et al. (2008), nos quais o ALN 1mM (que equivale a 0,32
mg/mL) aplicado topicamente reduziu de forma estatisticamente significante a
reabsorcdo Ossea e radicular, além de estimular a formacdo de osso ao redor de

dentes reimplantados. Sharma e Pradeep (2012a, b) observaram aumento na
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formacdo 6ssea em pacientes com doencga periodontal em concentracdes ainda

menores (10ul do ALN 1%, que equivale a 0,1mg/mL).

No GA, o ALN 0,5% foi inserido na cavidade cirdrgica utilizando como veiculo esponja
de gelatina, sendo que a neoformacgédo 6ssea de 9,78 mm?3 (+ 2,93 mm?) observada
na micro-CT pelo parametro volume 6sseo, foi maior do que quando comparada ao
GC (8,99 + 2,58 mm?), mas sem significancia estatistica (TABELA 1). Do mesmo
modo, nos achados de Rocha (2013) obtidos por meio da radiomicrografia, o uso
topico da solucdo de ALN 0,5% em calvaria de coelhos, apesar de retardar o processo
de reparo 6sseo quando comparado ao grupo controle (coagulo sanguineo), néo
apresentou significancia estatistica entre os grupos. Yaffe et al. (1995) também
utilizaram a concentracdo de 0,75 mg/mL. Estes autores realizaram andlise
radiomicrografica de alta resolucdo dos espécimes e ndo observaram diferenca
estatisticamente significante na inibicdo da reabsorcéo do osso alveolar exposto entre

0s grupos controle e teste.

Os resultados do presente estudo mostraram que o GB apresentou volume Gsseo
maior que o GC (12,74 + 1,77 mm?3 e 8,99 * 2,58 mm?3, respectivamente), sendo esta
diferenca estatisticamente significativa (p=0,016). Rocha (2013) também encontrou
maior percentual de 0sso neoformado no grupo Bio-Oss® do que no grupo controle
(coagulo sanguineo), mas cabe ressaltar que, devido a semelhancga nos tons de cinza,
neste Ultimo estudo os granulos de Bio-Oss® foram computados juntamente com o
osso neoformado, além da superposicdo de estruturas que € observada nas
radiomicrografias. Outro fator importante a ser considerado € a dificuldade de se
distinguir os limites exatos entre o 0sso neoformado e remanescentes do xenoenxerto
0sseo também na micro-CT. Soardi et al. (2014) consideraram que identificar estes
limites é ainda mais complexo no estagio avancado do reparo, no qual a radiolucéncia
do enxerto residual aparece semelhante ao osso recém-formado, e no presente
estudo a avaliacdo microtomografica foi realizada aos 90 dias de pds-operatoério. Este
fendbmeno ja foi descrito anteriormente por Schmitt et al. (2013) que compararam
diferentes substitutos 6sseos usando radiomicrografia e histolologia, onde néo foi
possivel quantificar as particulas do aloenxerto utilizado devido a sua semelhanca
com o osso recém-formado. Da mesma forma, Chackartchi et al. (2011) relataram ser
dificil distinguir na imagem microtomografica os limites exatos entre as particulas de

enxerto e 0sso neoformado.
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Associada a maior neoformacédo 6ssea, a presenca do Bio-Oss® no GB também lhe
conferiu maior volume tecidual total (29,88 + 7,39 mm?) e consequente maior
densidade volumétrica do osso (44,20 + 8,02%), mas sem diferenca estatisticamente
significativa quando comparado aos demais grupos. Acredita-se que os granulos do
Bio-Oss® deem suporte para a normalizacdo morfolégica de uma éarea dssea
traumatizada ou reabsorvida (SCHLEGEL; DONATH, 1998). A utilizacdo dos
substitutos 6ésseos nédo reabsorviveis, como o Bio-Oss®, resulta em uma composi¢éo
final que consiste no substituto 6sseo residual e osso recém-formado, ndo sendo uma
estrutura 6ssea homogénea (MERKX; MALTHA; STOELINGA, 2003). Entretanto, a
vantagem dessa situacdo é que esta estrutura representa uma protecao contra a

reabsorcdo 6ssea, garantindo estabilidade a longo prazo (SCHMITT et al., 2015).

Ha poucos relatos na literatura associando o Bio-Oss® aos BFs. De modo geral, estes
estudos mostraram maior neoformacao éssea devido ao aumento da percentagem do
osso trabecular (HOUSHMAND et al.,, 2007; KIM et al.,, 2015), reducdo dos
osteoclastos no osso regenerado (HOUSHMAND et al.,, 2007), além da menor
reabsorc&o dos enxertos 6sseos (MOLLER et al., 2014). No presente estudo, a adi¢do
do ALN 0,5% ao Bio-Oss® mostrou valores proximos, porém menores e sem
significAncia estatistica, quando comparados ao GB em todos os parametros de
qualidade O6ssea analisados. No estudo de Musso (2015), na analise
histomorfométrica desta mesma amostra, o0 GB apresentou o percentual médio de
neoformacéo éssea de 46,0 + 22,0%, enquanto que no grupo GAB foi de 29,9 + 17,8%,
e estas diferencas também nao foram significativas (p > 0,05). Entretanto, Rocha
(2013) utilizou o ALN 0,5 % associado ao Bio-Oss® em calvaria de coelhos, onde foi
observado que esta associacdo aumentou o percentual de osso neoformado quando
comparado ao 0sso bovino isoladamente. Resultados positivos também foram
encontrados por Houshmand et al. (2007) que observaram, por meio de
histomorfometria, que a adicdo do pamidronato ao Bio-Oss® melhorou as

propriedades de osteoconducéo e regeneracao deste material.

Observa-se que a concentracdo ideal do ALN na inibicdo da reabsor¢cdo 6ssea e no
aumento da neoformacao 0ssea ainda ndo esta bem estabelecida na literatura, e que
o efeito do ALN é dose dependente (MOLLER et al., 2014; KIM et al., 2015). Os
poucos estudos que analisaram a associacdo do BF com os enxertos 6sseos de

origem bovina no processo de reparo 6sseo, ora mostraram resultados positivos
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(HOUSHMAND et al., 2007; ROCHA, 2013), ora negativos (MOLLER et al., 2014).
Dessa forma, sugere-se mais estudos que analisem a aplicacdo topica em outras
concentracdes, com o objetivo de reduzir a reabsorcéo e induzir maior neoformacao

do tecido 6sseo.

A histomorfometria convencional, que consiste na andlise histolégica de espécimes
biolégicos e na aplicacdo do método estereoldgico, € descrita como a técnica "padrao-
ouro" para analise de uma linhagem celular ou de um tecido em particular em um
volume especifico analisado (GIELKENS et al., 2008). Em diversos estudos
experimentais, a andlise histomorfométrica é utilizada para avaliar o processo de
reparo 0sseo (SRISUBUT et al.,, 2007; TOKER et al., 2012), como nos casos de
doencas metabdlicas dsseas, pois permite a identificacdo de alteracdes do reparo
0sseo de forma direta e precisa, além de todos 0os mecanismos teciduais envolvidos
(MAHL et al.,, 2009). Como observou Musso (2015), a andlise histomorfométrica
permitiu detectar a presenca de 0sso neoformado no defeito criado nas calvarias de
ratos, além de quantificar o tamanho da area de neoformacédo Ossea, de tecido
conjuntivo e a presenca e area de granulos do Bio-Oss® remanescentes. A
importancia desse tipo de analise foi confirmada nos estudos de Marzouk et al. (2007),
que relataram ser uma andlise quantitativa essencial para estudos que propdem
avaliar a efetividade de novas modalidades terapéuticas na neoformacédo Ossea.
Entretanto, Gielkens et al. (2008) acrescentaram que algumas desvantagens, como
alto custo, tempo gasto para a andlise e a dificuldade de se adquirir 0 material

bioldgico, limitam o seu uso.

Como alternativa a histomorfometria, varios exames de imagem ja foram descritos, e
a micro-CT foi validada como um método de avaliacdo e andlise tridimensional do
0sso trabecular em 1998, ap0s a comparac¢ao dos seus resultados com os achados
morfométricos obtidos pela histomorfometria convencional (MULLER et al., 1998). No
presente estudo, a micro-CT foi utilizada para avaliar os parametros de qualidade e
microarquitetura 6ssea. A micro-CT tem sido considerada padrdo-ouro para as
pesquisas que avaliam os locais de instalacbes de implantes em ex-vivo (YIP;
SCHNEIDER; ROBERTS, 2004). Gonzalez-Garcia e Monje (2013a) compararam a
micro-CT com a histomorfometria convencional com base estereoldgica e concluiram
gue a micro-CT é uma técnica confidvel para determinar a densidade éssea e a

microestrutura do 0sso alveolar da maxila para instalagdo de implante dentério.
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Quanto a densidade éssea, pode-se esperar que 0Ss0S mais densos estejam
relacionados ao volume 6sseo mais elevado (DE OLIVEIRA et al., 2012). Isso foi
observado no presente estudo, onde as médias dos parametros de volume e
densidade volumétrica do osso obtiveram maiores valores nas cavidades preenchidas
por Bio-Oss® isoladamente (GB). Embora estudos sugiram uma correlacdo direta
entre a qualidade éssea e 0 sucesso do tratamento com implantes, a importancia da
analise dos diferentes parametros de qualidade Ossea alveolar para instalacdo de
implantes ainda ndo é totalmente compreendida (JAFFIN; BERMAN, 1991; JEMT,;
LEKHOLM, 1993). Assim, o uso isolado do Bio-Oss®, sem a associac¢éo do ALN 0,5%,
sugeriu oferecer o melhor leito para a instalagéo de implantes, no entanto, a densidade
Ossea por si s6 nao representa totalmente a qualidade do 0sso e deve ser considerada
conjuntamente com a sua microarquitetura para estimar a forca e resisténcia 6ssea
(DIEDERICHS et al., 2009). Ulrich et al. (1999) mencionaram que a micro-CT possui
a capacidade de avaliar o papel da arquitetura trabecular nas propriedades mecanicas
do osso por meio da avaliacdo de parametros especificos em 3D. Isso também foi
defendido por Fanuscu e Chang (2004), que alegaram que a micro-CT avalia a
qualidade 6ssea de maneira satisfatoria, fornecendo dados microestruturais objetivos

e guantitativos.

Em relacdo a microarquitetura 6ssea, existem varias possibilidades de configuracéo
da organizacéo trabecular, sendo que cada amostra pode ter um padréo individual.
Por exemplo, 0ssos mais densos podem apresentar um menor numero de trabéculas
Osseas, além de serem menos espessas, ou ainda 0ssos menos densos
apresentarem-se com maior quantidade e espessura de trabéculas, porém com
espacos intertrabeculares mais extensos (DE OLIVEIRA et al.,, 2012). Isto se
confirmou na presente pesquisa, nha qual as médias do parametro de densidade
volumétrica do osso foram maiores nas amostras em que as cavidades foram
preenchidas por Bio-Oss® (GB e GAB), enquanto que as trabéculas mais espessas
foram observadas nas cavidades preenchidas apenas pelo ALN topico (GA 0,58 +
0,09 mm), mesmo apesar de possuir o menor nhumero de trabéculas (0,64 + 0,14 mm-
1) (TABELA 2). Quando o ALN foi adicionado ao Bio-Oss® (GAB), o osso neoformado
apresentou-se com maior nimero de trabéculas (0,97 + 0,14 mm1) e menor espessura
trabecular (0,45 + 0,08 mm), porém sem diferenca significativa em relacdo ao uso do
Bio-Oss®isolado (GB).
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A resisténcia 6ssea tem um papel significativo na determinacdo do sucesso do
implante. Para melhorar a previsdo da resisténcia 0ssea, as medidas da densidade
trabecular e microestrutura trabecular devem ser combinadas (MULLER, 2003),
porém nem sempre estdo correlacionadas. Dessa forma, nem sempre a densidade
0ssea elevada correspondera a altos parametros trabeculares, como maior nimero
de trabéculas O6sseas e espessura trabecular. Assim, a estimativa de sucesso do
implante apenas por meio da avaliacdo da densidade trabecular ndo € indicada (DE
OLIVEIRA et al., 2012). A densidade mineral 6ssea e a microestrutura trabecular séo
os preditores mais fortes da resisténcia 6ssea (MULLER, 2003), e devem ser
avaliados de forma simultanea para melhor estimativa (DIEDERICHS et al., 2009).

A qualidade Ossea, referente a combinacéo de todas as caracteristicas 0sseas que
influenciam na resisténcia do 0sso a fratura, € um dos fatores mais importantes para
a estabilidade primaria do implante (OZAN; TURKYILMAZ; YILMAZ, 2007). O termo
"qualidade 6ssea" vem sendo utilizado extensivamente na literatura para descrever
diferentes aspectos das caracteristicas 6sseas, apresentando diferentes definicoes,
dependendo do contexto. Dentre os fatores que influenciam a qualidade 0ssea, esta
0 0sso trabecular (COMPSTON, 2006; LICATA, 2009), que é a unidade anatémica e
funcional primaria do 0sso esponjoso. O 0sso cortical contribui para a obtencdo da
estabilidade primaria do implante, enquanto que 0 0SSO esSponjoso apresenta uma taxa
de turnover mais acentuada (SAKKA; COULTHARD, 2009), além de estar em contato
direto com a maior parte da superficie do implante, influenciando no processo de
cicatrizacdo e osseointegracdo implante - superficie 6ssea (FANUSCU; CHANG,
2004).

O conhecimento sobre microarquitetura trabecular pode fornecer informacéo sobre
aspectos mecanicos do 0sso e sua influéncia no prognéstico dos implantes dentarios
(OHASHI et al. 2010). O método de referéncia para analise da microestrutura 6ssea
foi descrito por Parfitt et al. (1987), a partir de imagens histologicas, e permite a
avaliacdo e mensuracao do perimetro e area trabeculares. Dessa forma, a andalise da
imagem é realizada com o objetivo de calcular os parametros morfométricos do 0sso

para cada volume de interesse.

Embora exista um rapido progresso nos exames de imagem para analise da estrutura

0ssea, 0 emprego clinico permanece limitado devido as caracteristicas técnicas, custo
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e complexidade dos procedimentos (IBRAHIM et al.,, 2013). O uso da tomografia
computadorizada cone beam (TCCB) no planejamento de cirurgias para instalacédo de
implante dentario € crescente, e a sua validacdo quanto a andlise da qualidade 6ssea
tem sido estudada amplamente. Parsa et al. (2015) constataram uma excelente
correlacdo entre a densidade Ossea e fracao de volume 0sseo, avaliadas pela micro-
CT e TCCB, sugerindo que esse exame de imagem pode ser utilizado para avaliacao
do local de instalacdo do implante dentario. Corpas et al. (2011) sugeriram a aplicacéo
da TCCB para analise da microestrutura trabecular éssea. Entretanto, a sua
confiabilidade na avaliacdo da qualidade éssea ainda permanece controversa. Ibrahim
et al. (2013) sugeriram que mais estudos ainda sdo necessarios para validar a TCCB
como exame imaginologico na avaliacdo da microestrutura trabecular nos locais de
instalacédo de implantes dentérios, pois é necessario avaliar a influéncia do FOV (field
of view), as configuracfes de digitalizacéo e artefatos de imagem sobre a visibilidade
da microestrutura trabecular. Para Schulze et al. (2011), o excesso de espalhamento
e a presenca de artefatos observados a tornam néo confiavel para mensuracédo da

densidade mineral 6ssea.

A micro-CT representa um potente adjuvante para andlise biomecanica do tecido
6sseo. Enquanto escaneres de TC produzem imagens compostas de 1mm?3 de
elementos de volume (voxels), a micro-CT produz melhor resolucdo da imagem, com
cerca de 10° vezes menor do que a digitalizacdo da TC convencional (RIBEIRO-
ROTTA et al., 2011).

As principais vantagens da micro-CT em relacdo a histomorfometria sédo: (1) menor
tempo para analise, pois ndo € necessaria a descalcificacdo; (2) a técnica ndo é
destrutiva e as biopsias podem ser utilizadas em outras analises posteriormente ou
em testes mecanicos, e (3) a mineralizacdo do osso pode ser estimada pela
comparacdo da atenuacdo dos raios-x na hidroxiapatita (GONZALEZ-GARCIA;
MONJE, 2013a, b). Muller et al. (1998) acrescentou que a micro-CT apresenta uma
resolucdo de até 1 um, em contraste com a TC médica e a histomorfometria que
apresentam resolugfes de 250 e 14 um, respectivamente, devendo ser a técnica de
escolha para a avaliagdo da microestrutura trabecular do tecido 6sseo (FAJARDO et
al., 2009; GONZALEZ-GARCIA; MONJE, 2013a, b).
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Entretanto, ao contrario da andlise histomorfométrica, a micro-CT ndo fornece
informacdes sobre a avaliagdo do tecido ostedide, osteoblastos e osteoclastos,
resultando em falta de dados sobre a dindmica 6ssea (GONZALEZ-GARCIA; MONJE,
2013a, b). Para Vandeweghe et al. (2013), embora tenha as suas limitacdes, a micro-
CT corresponde satisfatoriamente com a histomorfometria e deve ser considerada
uma ferramenta para avaliar a estrutura 6ssea previamente a instalagao de implantes.
Eventuais diferencas entre a micro-CT e histomorfometria podem depender da direcao
e da espessura dos cortes histoldgicos, bem como derivar da aquisicdo das imagens
3D.

A micro-CT tem se mostrado um método de diagnostico por imagem auxiliar
importante, pois permite a analise da qualidade O6ssea de maneira satisfatoria,
fornecendo dados microestruturais. Até o momento, a micro-CT ndo substitui
completamente a analise histolégica, porém com uma finalidade semelhante a analise
histomorfométrica, a imagem da micro-CT € ainda limitada a pequenas amostras
(BURGHARDT,; LINK; MAJUMDAR, 2011), e permite ao clinico analisar a estrutura
tridimensional do osso em biopsias humanas e em modelos experimentais (MULLER
et al., 1998), ndo sendo utilizada em pacientes (BURGHARDT; LINK; MAJUMDAR,
2011). Devido as limitacdes apresentadas, o avanco das pesquisas deve direcionar

sua aplicacdo na pratica clinica.
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7 CONCLUSOES

Na andlise 3D do reparo 6sseo por meio da micro-CT, o uso tépico do ALN 0,5%
isolado promoveu trabéculas 6sseas em menor nUmero, porém mais espessas do que
quando associada ao Bio-Oss®. A adi¢cdo do ALN 0,5% ao Bio-Oss® néo alterou o
espacamento entre as trabéculas e os parametros de qualidade 6ssea obtidos pela
micro-CT. O uso do Bio-Oss®, isoladamente ou associado ao ALN 0,5%, nas

cavidades Osseas permitiu melhores resultados em relagdo ao volume 6sseo.
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ANEXOS

ANEXO A - Aprovacao pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) do

Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da UFES - Protocolo n° 10/2014.
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ANEXOS
ANEXO B - MANIPULAQAO DA SOLUC}AO DE ALENDRONATO DE SODIO
1,6mg/L
Bauru, 29 de julho de 2014.
Dra. Natdlia M. Weigert
Descricdo da formulagéo:
Substéncia Concentragdo Fator de Concentragéo Lote Fornecedor
para cada equivaléncia final para
100 mL cada 100 mL
Alendronato de 0,16 mg 1,57 0,2512 mg AS/07/13 Galena
sédio trihidratado Quimica e
farmacéutica
Metilparabeno 0,15¢ 1 0,15¢ 20131014 | Deg-Fagron
(conservante)
Agua gsp 100 mL 1 29032014 Pharmacia
desmineralizada Specifica
(por osmose
reversa)

¢ Numero de Registro da formulagao em nosso cadastro: 3.121.676

¢ Fator de equivaléncia: aplicado nos calculos da formulagao para corrigir o alendronato de sodio
trinidratado em termos de 4cido alendrénico (1,57).

¢ Embalagem dispensada: frasco de vidro de cor ambar com tampa e batoque com capacidade

para 10 mL.

¢ Descricdo: liquido 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




