unesp <

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”

FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE ARARAQUARA

Mario Henrique Arruda Verzola

EFEITO DA ADMINISTRACAO DE ALENDRONATO, A LONGO
PRAZO, SOBRE AS PROPRIEDADES MECANICAS DO TECIDO
OSSEO, SUA REPARACAO E MINERALIZACAO AO REDOR DE
IMPLANTES OSSEOINTEGRAVEIS. ESTUDO EM RATAS.

ARARAQUARA

2014



unesp <

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
«JULIO DE MESQUITA FILHO”

FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE ARARAQUARA

Mario Henrique Arruda Verzola

EFEITO DA ADMINISTRACAO DE ALENDRONATO, A LONGO
PRAZO, SOBRE AS PROPRIEDADES MECANICAS DO TECIDO
OSSEO, SUA REPARACAO E MINERALIZACAO AO REDOR DE
IMPLANTES OSSEOINTEGRAVEIS. ESTUDO EM RATAS.

Tese apresentada ao programa de Pos-graduacdo em Odontologia,
Area de Implantodontia, da Faculdade de Odontologia de
Araraquara, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita

Filho”, para a obteng¢éo do titulo de Doutor em Odontologia.

Orientadora: Profa. Dra. Silvana

Regina Perez Orrico

Co-orientadores: Prof. Dr. Roberto
Henrique Barbeiro e Prof. Dr. Paulo

Sergio Cerri

ARARAQUARA

2014

TmITETNY | 14



Mario Henrique Arruda Verzola

EFEITO DA ADMINISTRACAO DE ALENDRONATO, A LONGO
PRAZO, SOBRE AS PROPRIEDADES MECANICAS DO TECIDO
OSSEO, SUA REPARACAO E MINERALIZACAO AO REDOR DE
IMPLANTES OSSEOINTEGRAVEIS. ESTUDO EM RATAS.

Comissao Julgadora

TESE PARA OBTENCAO DO GRAU DE DOUTOR

Presidente e Orientadora: Profa Dra Silvana Regina Perez Orrico

2° Examinador: Prof. Dr. Idelmo Rangel Garcia Junior
3° Examinador: Profa Dra Ana Paula de Souza Faloni
4° Examinador: Profa Dra Morgana Rodrihues Guimaraes

5° Examinador: Prof. Dr. José Eduardo César Sampaio

Araraquara,

28/03/2014



DADOS CURRICULARES

MARIO HENRIQUE ARRUDA VERZOLA

NASCIMENTO: 02/06/1980 - SAO CARLOS — SAO PAULO

FILIACAO: Bernadete Arruda Verzola

Roberto Mario Machado Verzola

2003 / 2006: Graduacdo em Odontologia

Faculdade de Odontologia de Araraquara — FOAr — UNESP

2008 / 2010: Especializagdo em Cirurgia e Traumatologia Buco -Maxilo -

Facial

Santa Casa de Misericordia de Piracicaba

2010 / 2014: Curso de pos-graduagio em Odontologia, area de

concentracdo Implantodontia, nivel Doutorado.

Faculdade de Odontologia de Araraquara — FOAr — UNESP



Dedico este trabalho

A Deus,

Por ter me dado uma familia maravilhosa... permitir vivénciar as mais diversas situacdes

da vida e poder aprender com cada uma delas...

Aos meus Pais,

Bernadete e Roberto por sempre me apoiarem e serem exemplos... minha mée buscando
sempre mostrar a importancia do respeito e da familia em nossas vidas... meu pai que ¢
um exemplo de profissional passando a mim e aos meus irm@os uma visdo humanista da

medicina... o que colaborou para minha formagao.

Aos meus irmio,

Isabela, Ana Candida, Roberto e Antonio que sdo grandes irmios e sempre foram
exemplos de médicos comprometidos... sem vocés a vida ndo teria sentido... que nossa

unido seja cada vez maior.

A minha namorada Luana,

Que sempre esteve ao meu lado sendo mais do que uma namorada... uma amiga,
companheira... com a qual divido, todos os dias, muitas alegrias... Saiba que sou

extremamente realizado ao seu lado e que sem vocé essa caminhada ndo seria tdo



gratificante... obrigado pela paciéncia e ateng@o que vocé tem comigo... € acima de tudo

muito obrigado por fazer parte da minha vida...te amo!

A minha madrinha,

Margarida por sempre estar presente em minha vida e me apoiar em todos os

momentos!!

A minha cunhada s

Fernanda por sempre ser, ndo uma cunhada, mas uma irma para nds... estando conosco

durante esses mais de quinze anos, e por sempre estar presente em nossas vidas.

Aos meus cunhados,

Caio e Eduardo por todos os momentos de alegrias e risadas que compartilhamos...

obrigado por fazerem dessa familia uma familia cada vez mais unida...

Aos meus afilhados,

Maria Eduarda e Lucca, por tornarem minha vida mais feliz... muito obrigado pelo

carinho!



Aos meus sobrinhos,

Maria Eduarda, Lucas, Henrique e Arthur por serem o nosso motivo de viver e nossas

Aos meu sogros e cunhada,

José, Mara Sueli e Luara por sempre me receberem com todo carinho em Maringa e

terem participado desse momento!!!! Meu muito obrigado!!!!



Agradecimentos

A minha orientadora,

Professora Silvana Regina Perez Orrico pela oportunidade de poder desenvolver esse
trabalho. Meu muito obrigado por todos os ensinamentos, pela paciéncia e, acima de
tudo, por sempre ter sido essa pessoa atenciosa e dedicada. Sabemos que nao foi facil
chegar até aqui porém conseguimos juntos superar cada uma das dificuldades...
Agradeco muito mesmo por esses 4 anos de trabalho e gostaria que soubesse que tenho

muita admiracdo pela Sra.

Ao Professor, amigo e co-orientador,

Roberto H. Barbeiro por ser um exemplo de profissional, com o qual tenho o prazer de
acompanhar e trabalhar desde o terceiro ano da faculdade. Seus ensinamentos sempre
nortearam meu desenvolvimento como profissional e qualquer palavra seria pouco para
retribuir tudo o que o Sr. j& fez por mim. Na vida acabamos procurando exemplos
profissionais para seguirmos e tenho muito orgulho em té-lo como exemplo. Muito

obrigado por tudo professor!!!!

Ao meu também co-orientador,

Professor Paulo Cerri por sempre ter sido solicito e ter desprendido horas de trabalho

para me ajudar... Obrigado professor...



Ao meu amigo e parceiro de trabalho,

Fausto Frizzera, com quem morei durante 3 anos, pelas horas e mais horas de trabalho

no biotério, pelas risadas e pela grande amizade... a qual sera cada vez maior!!!!

Aos Professores do Departamento de Diagndstico e Cirurgia,

Profa. Dra. Silvana Regina Perez Orrico, Prof. Dr. Elcio Marcantonio Junior, Prof. Dr.
José Eduardo Cezar Sampaio, Profa. Dra. Rosemary Adriana Chiérici Marcantonio,
Prof. Dr.Carlos Rossa Junior, Prof. Dr. Joni Augusto Cirelli, Profa Dra Daniela Zanin

por contribuirem para o meu desenvolvimento cientifico e clinico.

Ao Professor,

Dr Elcio Marcantonio pelo exemplo de profissionalismo, dedicagdo ao desenvolvimento

da Odontologia e por todas as oportunidades que tenho em aprender com o Sr.

A Professora Gulnara Scaf,

Por ter me orientado durante minha iniciagdo cientifica e ter colaborado para que esse

momento se tornasse realidade. Obrigado Professora!!!
Ao Professor,

Ubirajara Pereira, do Departamento de Quimica da USP de Sdo Carlos por ter nos
ajudado nas andlises de microscopia e mapeamento e por sempre ter sido solicito em nos

ajudar. Muito Obrigado



As Professoras.

Keico Nonaca do Departamento de Fisiologia da Universidade Federal de Sao Carlos
(UFSCar) e Rosa Maria Pereira do Departamento de Reumatologia da Faculdade de

Medicina de Sao Paulo (USP), por terem colaborado conosco durante todo trabalho.
Aos meus grandes amigos,

Guilherme Oliveira, Jodo Antonio, Jonatas Esteves, Lucas Fontanari ,Tulio Durigan,
Giovana Anovazzi, Marcell Medeiros, Erica Dorigatti , Rafael Scaf, Andressa Vilas
Boas, Telma Bedran, Rubens Moreno, Claudio Marcantonio, Lelis Nicoli, Cassio
Rocha, Ligia Araujo, Willian Kabach e Caio Botta pela grande amizade que temos,
pelos momentos de conversa e risadas... tenho certeza de que sempre teremos cada vez

mais momentos bons!!!! Obrigado por todo companheirismo e parceria!!!

As alunas,

Leslie de Fiori e Luna por terem participado diretamento no dia-a-dia do biotério e

cirurgias, muito obrigado!!!

Aos amigos,

Antonio Carlos Ambrizzi, Dario Ambrizzi, Edmur Buzza, Paulo Afonso, Rodrigo
Bracco, Maira Mendonga e Antoni Carlos Cury pelos momentos de trabalho, troca de

conhecimento e, 0 mais importante, pela grande amizade!!!



Aos funcionarios,

Zez¢, Estér, Regina Lucia, Isabela, Claudinha, Mara, Alexandre e Leandro por toda

ajuda durante todos esses anos... meu muito obrigado.

A Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP,

Representada pela diretora Prof®’.Dr’. Andréia Affonso Barretto Montandon, vice

diretora Prof’. Dr*. Elaine Maria Sgavioli Massucato e demais funciondrios pelo suporte

oferecido para o nosso aperfeicoamento professional.

As agéncias de fomento,

A Fundagdo de Amparo & Pesquisa do Estado de Sdo Paulo — FAPESP, Conselho
Nacional de Pesquisa e Desenvolvimento - CNPQ e a Coordenacdo de Aperfeicoamento

de Pessoal de Nivel Superior — CAPES, pelo apoio financeiro.



“ A mente que se abre a uma nova idéia jamais

voltara ao seu tamanho original."

(Albert Einstein)



Resumo



Verzola MHA. Efeito da administracio de alendronato, a longo prazo, sobre as
propriedades mecanicas do tecido Osseo, sua repara¢do e mineralizacdo ao redor de
implantes osseointegraveis. Estudo em ratas [Tese de doutorado]. Araraquara:

Faculdade de Odontologia da UNESP; 2014.

RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar, em ratas, o efeito da terapia a longo
prazo com bifosfonato sobre o processo de reparo e mineralizagdo Ossea ao redor de
implantes e sobre as propriedades mecanicas do tecido dsseo. Para isso, 160 ratas foram
distribuidas aleatoriamente em 2 grupos: grupo alendronato (ALD), no qual os animais
receberam administragdo subcutdnea de alendronato uma vez por semana, € grupo
controle (CTL), no qual os animais receberam administracdo semanal de placebo,
durante todo o periodo experimental. Apos 120 dias do inicio do tratamento, um
implante de titanio foi instalado na metafise tibial, de ambos os lados. Dez animais de
cada grupo foram sacrificados nos dias 5, 10, 15, 20, 25, 30, 45 e 60 pds-cirurgia, sendo
retirados os fémures e as tibias. Os fémures foram avaliados quanto & densitometria
Ossea e testes mecanicos. As tibias contendo os implantes foram avaliadas quanto ao
torque de remocdo, analise histométrica (%BIC e %BAFO), microscopia eletronica de

varredura (MEV) e espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS), mapeamento

da mineralizacdo além de arranjo e distribuicdo do coldgeno. Os resultados quanto a
densitometria dssea demonstraram maiores valores para os animais do grupo ALD em
relacdo ao grupo CTL, em todos os periodos de avaliagdo, com exce¢do do periodo de
15 dias. Os resultados dos testes mecanicos, de forma geral, demonstraram maior
resisténcia a fratura (forca maxima) e maior capacidade de absor¢do de energia

(tenacidade) no grupo ALD em relagcdo ao grupo CTL até o periodo de 45 dias. Para a



rigidez, no periodo de 45 dias o grupo ALD apresentou valores significativamente
maiores, entretanto sem diferenga entre os grupos aos 60 dias. Em relagdo a resiliéncia,
o grupo ALD demonstrou valores significativamente maiores somente no periodo de 45
dias. A droga influenciou no torque de remog¢do dos implantes, com valores
significativamente maiores para grupo ALD até o periodo de 30 dias. Para ambos os
grupos foi constatado um aumento nos valores do torque de remog¢@o com 0 avango nos
periodos de observagdo. A andlise histométrica demonstrou que a droga acelerou o
processo de reparo, com maiores valores de %BIC e %BAFO para o grupo ALD, nos
periodos 20, 30, 45 e 60 dias. As andlises de microscopia eletronica de varredura (MEV)

e espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS) demostraram auséncia de

diferenca estatisticamente significante entre os grupos quanto ao percentual de calcio
(%Ca) e relacdo calcio/fosforo (Ca/P). Enretanto, as imagens de mapeamento da
mineralizagdo demonstraram, de forma geral, aumento do grau e homogeneidade na
mineralizacdo do tecido 6sseo do grupo ALD em relagdo ao CTL. O alendronato
interferiu no padrdo de arranjo e distribui¢do do coldgeno, resultando em um tecido com
menor grau de organizagdo. Pode-se concluir que, apesar da eficacia do alendronato
quanto ao aumento e manutencdo da densidade mineral dssea, a melhora quanto as
propriedades mecanicas nio foi mantida ao final do experimento. Embora o alendronato
tenha resultado em aumento do torque de remocgdo e influenciado positivamente no
processo de reparo dos implantes, o tecido ¢sseo formado no grupo ALD apresentou
maior grau ¢ homogeneidade da mineralizagdo, além de menor organizag¢do do coladgeno,
quando comparado ao grupo CTL, o que sugere perda da capacidade de remodelacio

frente as demandas funcionais.

Palavras-chave: Implantes dentarios , Densidade 6ssea, Bifosfonato



Abstract



Verzola MHA Long-therm effects of alendronate on bone mechanical properties, repair
and mineralization around osseointegrated implants. A rat study [Tese de doutorado].

Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2014.

ABSTRACT

The aim of this study was evaluate in female rats, the effect of long-term therapy
with bisphosphonate on the healing process and bone mineralization around implants
and on the mechanical properties of bone tissue. One hundred sixty female rats were
randomly allocated into two equally sized groups: the alendronate (ALD) group, which
received the subcutaneous administration of alendronate (1 mg/kg/week), and the
control (CTL) group which the animals received weekly the subcutaneous
administration of saline solution (placebo) for the entire experimental period. After 120
days of the treatment initiation, in the booth groups, one titanium implant was installed
in the tibia metaphysis. Ten animals in each group were euthanized at: 5, 10, 15, 20, 25,
30, 45, or 60 days after surgery, and their femurs and tibias were removed. The femurs
were evaluated regarding bone mineral density (BMD), and mechanical tests. The tibias
samples with the implants were evaluated by removal torque, histometric analysis (%
BIC and % BAFO), scanning electron microscopy (SEM) and energy dispersive X-ray
spectroscopy (EDS), mapping of mineralization and arrangement and distribution of the
collagen. The results regarding bone densitometry showed higher values for the animals
of ALD group compared with the CTL group at all evaluation periods, except for the
period of 15 days. The results of mechanical tests, in general, showed higher fracture
resistance (maximum force) and higher capacity of energy absorption (tenacity) in the
ALD group compared with the CTL group until the 45 day. In the 45 days, the stiffness

showed significantly higher values in the ALD group, however at 60 days no difference



was observed between the groups. Regarding the resilience, the ALD group showed
significantly higher values in the 45 days. The drug influenced the removal torque of
implants with significantly higher values for ALD group until 30 days. For both groups
it was found an increase in removal torque values with advancing during the observation
periods. The histometric analysis showed the drug accelerated the repair process, with
values higher of the % BIC and % BAFO for the ALD group in the periods: 20,30, 45
and 60 days. The analyses of the scanning electron microscopy (SEM) and energy
dispersive X-ray spectroscopy (EDS) demonstrated no statistically difference between
the groups for the percentage of calcium (% Ca) and the calcium/phosphorus (Ca / P)
relation. However, in general the images the mapping of mineralization showed a
increasing the degree and homogeneity in the mineralization of bone tissue in the ALD
group compared to the CTL group. Alendronate interfered with standard arrangement
and distribution of collagen, resulting in the tissue with a lower grade of organization.
We can conclude that despite the effectiveness of alendronate as to increase and
maintain bone mineral density, the improvement of the mechanical properties was not
maintained to the end of the experiment. Although the alendronate resulted in increased
removal torque and positively influenced in the repair process of the implants, the bone
tissue formed in the ALD group had a higher grade and homogeneity of mineralization,
moreover lesser collagen organization compared to the CTL group, suggesting that loss

of ability to remodel for the functional demands.

Key-Words: Dental implants, Bone density, Biphosphonate
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INTRODUCAO

A manuten¢do da massa dssea €, principalmente, o resultado do equilibrio
entre a ag¢do dos osteoblastos, responsdveis pela formagdo Ossea, € a agdo dos
osteoclastos, que agem no processo de reabsor¢do do tecido 0sseo. Diversos fatores
podem atuar nos sitios de remodelacdo, levando ao estimulo e diferenciacdo destas
células. Condigdes inerentes a idade (menopausa, dificuldade na absor¢do de
nutrientes), uso de medicamentos (corticosteroides), sedentarismo e algumas
enfermidades (doenga de Paget, osteoporose, mieloma multiplo, metastase dssea),
podem influenciar diretamente no metabolismo do tecido 6sseo (Ruggiero et al.”,

2009).

Nos ultimos 40 anos os bifosfonatos passaram a ser utilizados como
tratamento de distarbios do metabolismo 6sseo. O etidronato, sintetizado ha mais de
100 anos, foi o primeiro BF a ser utilizado com finalidade médica (Russell'®, 2011).
Essas drogas possuem grande afinidade pela hidroxiapatita, ligando-se fortemente a
por¢do mineral do tecido dsseo, apresentam longo tempo de meia vida e sdo divididos
em nitrogenados e ndo-nitrogenados. Os bifosfonatos que possuem nitrogénio em sua
estrutura, agem na inibi¢do da remodelagdo dssea mediada por osteoclastos, por
interferir na prenilacdo de algumas proteinas formadas na via do mevalonato, pela
inibicdo da enzima farnesilpirofosfato sintase. Essas proteinas regulam processos
importantes para a funcdo dos osteoclastos e a organizagdo celular, levando a célula a
apoptose e a reducdo da atividade. Tais efeitos sobre os osteoclastos levam
primariamente 2 inibicdo da reabsor¢do e, secundariamente, a diminui¢do do turnover

6sseo (Fleisch®®, 2002).
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Um dos bifosfonatos mais utilizados atualmente € o alendronato. O fato desse
medicamento agir na superficie de reabsorcdo, diminuindo a atividade dos
osteoclastos e acelerando a apoptose dos mesmos (Sato et al.'”, 1990; Masarachia et
al.”’, 1996) fez com que essa droga passasse a ser utilizada no tratamento de pacientes
com diminui¢do da massa 0ssea proveniente da queda nos niveis de estrogeno, uma
vez que esse medicamento promove o aumento na densidade mineral 6ssea (Watts,

Diab'?!, 2010).

Entretanto, devido ao aumento na indicagcdo da medicagdo para diversos fins,
seus efeitos sobre a cavidade bucal foram avaliados em alguns estudos. O emprego do
alendronato como coadjuvante ao tratamento periodontal ndo demonstrou efeito
significante sobre a perda 6ssea alveolar em humanos (Jeffcoat™, 2006), entretanto
em animais foi verificada reducdo da perda dssea alveolar com o uso isolado do
alendronato (Goes et al.*?, 2012) ou associado a sinvastatina (Killeen et al.”>, 2012).
J& quando avaliado o efeito do alendronato sobre a osseointegragdo, foi observado
aumento na densidade 6ssea (Giro et al.*’, 2008) e torque de remocdo dos implantes
(Giro et al.*', 2007; Narai, Nagahata79, 2003), além da manutengdo da area de contato
osso/implante com padrdes semelhantes ao de animais controle (Duarte et al.>>, 2005;

Narai, Nagahata79, 2003; Viéra-Negron et al.''®, 2008).

Apesar disso, o relato de casos de insucessos de implantes osseointegrados em
funcdo na cavidade bucal (Bedogni et al.}, 2008; Dello Russo et al.*2, 2007; Stark,
Epker ', 1995) e de osteonecrose dos maxilares apds procedimentos invasivos na
cavidade oral, em pacientes fazendo uso do alendronato e outros bifosfonatos
(Bedogni et al.®, 2008; Lazarovici et al.%, 2010; Von Knoch et al.''*, 2005), levantou

a duvida sobre a qualidade do tecido ¢sseo. Embora a etiologia da osteonecrose dos
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maxilares induzida pelo uso de bifosfonatos ndo tenha sido totalmente estabelecida,
uma das hipoteses levantada diz respeito a estagnacdo da remodelag@o dssea causada
pelo uso do medicamento (Mashiba et al.”?, 2001). Estudos em animais, nos quais a
terapia com alendronato foi empregada, apds a osseointegragdo de implantes,
demonstraram que apesar do tratamento melhorar alguns pardmetros do tecido 6sseo
ao redor dos implantes (Giro et al.*'’ 2007; Giro et al.”’, 2008), a reducdo da
remodelacdo Ossea, vista pela diminuicdo drastica da taxa de aposi¢do mineral, e a
desorganizagdo tecidual (Giro et al.”’, 2011), alertam para a possibilidade do
comprometimento deste tecido. Também, outros resultados do mesmo grupo (ndo
publicados), avaliando implantes instalados na maxila de animais sob tratamento com
alendronato previamente ao procedimento cirurgico, demonstraram que a droga pode
influenciar seriamente o processo de osseointegracdo. Nesses animais foram
verificadas alteragdes como menor percentual de contato osso/implante, menor area
de tecido Osseo entre as roscas, maior numero de células em apoptose e a presenca de

extensas areas de necrose do tecido dsseo préximo aos implantes.

Outro estudo constatou que, em animais sob tratamento prévio com alendronato,
o tecido ésseo apresentava maior nimero de lacunas vazias, embora fosse observado
nos periodos iniciais maior area de tecido 0sseo entre as roscas dos implantes (Kim et

al.’®, 2009).

Deve-se atentar para o fato que a maioria dos estudos acima citados, avaliou a
quantidade de tecido 6sseo em contato com os implantes e a drea de tecido dsseo entre

as roscas, sendo a qualidade desse tecido pouco abordada.
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Segundo Gallacher, Dixon® (2010), a qualidade do tecido 6sseo ¢é
influenciada pelo turnover, mineralizagdo, microarquitetura, geometria e acuimulo de

dano.

Embora os bifosfonatos sejam drogas amplamente indicadas para controlar a
perda de massa dssea, devido as ag¢des de inibicdo de osteoclastos, reducdo do
turnover Osseo, aumento da massa Ossea, aumento da mineralizacdo e possivel
estimulo de osteoblastos, deve-se lembrar que alguns desses efeitos, particularmente a
supressdo da remodelacdo e o aumento da mineralizagdo, podem comprometer a
qualidade do tecido 6sseo. Tal comprometimento poderia levar ao aumento de
microcracks, a fragilidade aumentada e a menor capacidade de reparagdo. Entretanto,
tais respostas parecem ser diretamente dependentes do tipo de bifosfonato utilizado,
sendo mais prevalente em pacientes sob terapia com alendronato (Gallacher, Dixon®*,

2010).

Levando-se em consideragdo a escassez de estudos avaliando a qualidade do
tecido dsseo, em humanos ou animais sob terapia com bifosfonatos, entende-se que
mais estudos devam ser desenvolvidos, buscando verificar a ocorréncia de alteragdes

na reparag@o e/ou qualidade do tecido 6sseo ao redor de implantes.
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REVISAO DE LITERATURA

1 Osteoporose

A osteoporose ¢ uma doenga esquelética caracterizada pelo desequilibrio entre
formacgdo e reabsor¢do Ossea. Atinge principalmente mulheres, estando associada ao
aumento da idade e & menopausa uma vez que hd, nessas situacdes, uma queda na
produgdo de estrégeno. Esse hormonio contribui para manter o equilibrio entre os
processos de formagdo e reabsorcdo 6ssea, sendo que a reducdo de seus niveis leva a
um quadro em que ha o predominio da reabsor¢io (de Villiers et al.''’, 2013). Uma
vez instalada, a osteoporose torna os 0ssos mais suceptiveis a fraturas, principalmente
relacionadas ao quadril e as vértebras (Viera-Negron et al.''®, 2008; Rosenthal et al.”’,

2014; Shane et al.'””, 2014).

Diversas terapias tem sido utilizadas para o tratamento de pacientes com
osteoporose, dentre elas pode-se citar a reposi¢do hormonal com estrogeno e a
utilizagdo de bifosfonatos (de Villiers et al.''’, 2013), sendo que atualmente os BFs
sdo as drogas anti-reabsortivas de primeira escolha no tratamento e controle da
osteoporose (Iglesias et al.*®, 2013; Schwarz et al.'”, 2014), uma vez que promovem
aumento da densidade mineral dssea (Ayan et al” , 2012; Yildiz et al.'** , 2010;

Iwamoto et al.** | 2013)
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2 Bifosfonatos

O histérico de desenvolvimento dos bifosfonatos (BFs) data de longo tempo.
O primeiro BF foi sintetizado em 1800. Inicialmente esses compostos eram utilizados
como inibidores de corrosio, fertilizantes e na industria téxtil. Somente nos ultimos
40 anos os bifosfonatos passaram a ser utilizados como tratamento de distarbios do
metabolismo 6sseo. O etidronato, sintetizado ha mais de 100 anos, foi o primeiro BF a

ser utilizado com finalidade médica (Russell '*°, 2011).

Os bisfosfonatos sdo andlogos do pirofosfato, que compartilham um ntcleo
quimico fosfato-carbono-fosfato (P-C-P) comum. O organismo humano produz
substancias similares aos BF como, por exemplo, o 4acido pirofosférico que possui em
sua cadeia principal um grupo fosfato-oxigénio-fosfato (P-O-P). Essas substancias
podem ser encontradas em fluidos corporais, tais como plasma e urina, na forma de
pirofosfato (Fleisch, Bisaz’!, 1962; Russell et al.'"%, 1971). Porém, a utilizagdo do
pirofosfato como agente terapéutico € restrita, uma vez que essa substancia sofre
rapida hidrélise enzimatica, principalmente quando administrado por via oral
(Schibler et al.'””, 1968). Dessa forma, os BFs surgiram como opgio terapéutica, por
serem analogos sintéticos do pirofosfato e possuirem maior poténcia e afinidade de
ligagdo com a hidroxiapatita, além de apresentar alta resisténcia a degradacdo

(Nancolas et al.”, 2006).

Esses medicamentos s3o amplamente utilizados no tratamento de diversas
patologias como mieloma multiplo, doenga de Paget, osteoporose, osteopenia, dentre

outras. A principal acdo desses farmacos ¢ a de inibir a reabsorcdo Ossea (Toker et
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al."' 2012; Park et al.¥® | 2013), resultando em aumento da densidade mineral dssea
(McLeod et al.”, 2012). Entretanto, segundo Tolia et al.''? (2014), os BFs possuem
importante papel também no tratamento de pacientes com neoplasia, agindo tanto de
forma preventiva, na ocorréncia de metastases dsseas, quanto como agentes auxiliares

a tratamentos como radioterapia.

De acordo com Das, Crockett’’ (2013), essas drogas s3o fracamente
absorvidas pelo trato gastrointestinal (cerca de 10%), sendo excretadas praticamente
inalteradas pelos rins. Por possuirem um carbono central na cadeia principal (P-C-P),
o qual pode realizar quatro ligagdes, esses farmacos podem apresentar diversas
combinagdes nos radicais Rl e R2 (Figura 1) os quais irdo determinar,
respectivamente, a afinidade de ligacdo do BF com o tecido 0sseo e sua poténcia
(Russell et al.'!, 2008). Dessa forma os BFs podem ser divididos em duas classes de
acordo com a presenc¢a ou ndo de nitrogénio. Cada uma dessas classes tém diferentes
alvos intracelulares e mecanismos moleculares de a¢do, que levam a inibicdo da

reabsorcdo O0ssea mediada por osteoclastos (Cooper et al. 182005).

Figura 1 - Estruturas quimicas do pirofosfato e dos bifosfonatos

Pirofosfato Bifosfonato
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2.1 Bifosfonatos ndo nitrogenados

A classe de bifosfonatos ndo-nitrogenados possui como principais exemplos:
etidronato, clodronato e tiludronato. A caracteristica principal desses BFs ¢ a de ndo
possuir nitrogénio na cadeia R2, sendo dessa forma considerados pouco potentes.
Essa caracteristica estrutural faz com que essa classe de bifosfonatos produza o
composto AppCH2p que possui uma cadeia P-C-P e ¢ um metabolito andlogo a

adenosina tri-fosfato (ATP) (Rogers et al.”*

, 1994). Ao contrario do que ocorre a
molécula de ATP, o AppCH2p ¢ resistente a hidrolise com a liberagdo do ion fosfato,
interferindo na produg@o de energia celular. Assim esse metabdlito se acumula no
meio intracelular dos osteoclastos, competindo com o ATP no metabolismo de
energia, levando a célula a apoptose, conseqiientemente resultando na diminui¢do da
reabsorcdo dssea (Frith et al.”® , 1997; Hiroi et al.** | 1999). A utilizagdo dessa
classe de Bfs, em casos de tumores com metastases dsseas, requer altas doses da

medicagdo, a qual deve ser injetada lentamente, por longos periodos de tempo

evitando, assim, danos renais ao paciente (Ponte Fernandez et al.*® | 2006).
p

2.2 Bifosfonatos nitrogenados

A estrutura quimica dos bifosfonatos dessa classe apresenta nitrogénio em sua
composicdo. O radical R1 tende a ser um grupo hidroxila (-OH) enquanto o radical

R2 contém um atomo de nitrogénio (N), o qual pode estar ligado a uma cadeia lateral
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de carbono multipla (alendronato e pamidronato) ou a um grupo heterociclico
(risedronato e zoledronato). De acordo com Russell'® (2011) estes bisfosfonatos nio
sdo metabolizados e nem transformados em andlogos ndo hidrolisaveis de ATP, mas
inibem a farnesil difosfato sintase (FPPS), uma enzima da via do mevalonato. Ainda,
segundo os mesmos autores, além da biossintese do colesterol, esta via é responsavel
pela sintese de farnesil e geranilgeraniol difosfato (GGPP). Essas proteinas sdo
necessarias para a prenilacdo e localizagdo subcelular correta de enzimas, incluindo as
GTPases, que regulam processos criticos para a fung¢do dos osteoclastos. Dessa forma,
a poténcia dos bifosfonatos nitrogenados em inibir a atividade da FPPS se
correlaciona com a sua capacidade em inibir a reabsor¢do dssea (Das, Crockett” |
2013), pelo bloqueio da biossintese de pequenas GTPases, tais como Rac, Cdc42,
Ras, Rho, Rab. Estas proteinas sdo importantes para o processo de sinalizacdo que
regulam uma série de eventos celulares necessarios para a fun¢do dos osteoclastos

(Rogers et al.”

, 2011). Assim, a auséncia da prenilagdo de algumas proteinas
(Cdc42, Rca e Rho) pode levar a eliminagdo das projecdes osteoclasticas (Sato,
Grasser' ™, 1990) e alteracdo do citoesqueleto (Ory et al.*%, 2008). J4 a alteragdo das
GTPases Rab promove modificagdo na regulacdo do movimento de vesiculas
citoplasmaticas necessarias para a fungdo osteocldstica (Coxon, Rogers19 , 2003;
Pavlos et al.*, 2005). A ocorréncia desses eventos pode levar os osteoclastos a

apoptose (Park et al. ¥

, 2013), quando expostos a altas concentragdes da droga
(Luckman et al.®®, 1998; Dunford et al.*® , 2001). Outro importante fator que acarreta
apoptose dos osteoclastos € o bloqueio da enzima farnesil difosfato sintase (FDPS),
com consequente acumulo de isopentil pirofosfato (IPP), gerando a produgdo de um

metabdlito andlogo ao ATP, a adenosina metril- trifosfato (Apppl) (Monkkonen et al.

7.2006).
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A classe dos BFs nitrogenados ¢ a mais utilizada no tratamento de doengas
metabolicas do tecido dsseo tais como mieloma multiplo, doencga de Paget, osteopenia
e osteoporose, por serem mais potentes em relagcdo aos bifosfonatos nio nitrogenados.
Existem duas vias de administracdo: a oral e a endovenosa. Os BFs orais sdo
considerados mais fracos quando comparados aos aplicados endovenosamente, isso
ocorre porque sua biodisponibilidade é extremamente baixa, basicamente inferior a 1
% para muitos desses BFs e raramente acima dos 5 %, ao contrario dos BFs
endovenosos que sdo absorvidos, praticamente, em sua totalidade (Janner et al.”',

1991).

2.3 Alendronato

O alendronato (4-amino-1-hidroxybutyidene) ¢ um BF nitrogenado de segunda
geracdo largamente utilizado para tratamento de pacientes com osteopenia ou
osteoporose. Sua utiliza¢do teve grande crescimento apds complicagdes, dentre elas
maior ocorréncia de cancer, decorrentes do emprego da terapia de reposicdo
hormonal. Dessa forma, o alendronato surgiu como alternativa de tratamento por
apresentar capacidade de reduzir a ocorréncia de fraturas em pacientes com

osteoporose (Gamsjaeger et al.”> , 2013).

3 Ac¢do dos bifosfonatos sobre a remodelagdo dssea

A remodelacdo dssea ¢ um fendmeno de superficie, ocorrendo em seres

humanos nas superficies periosteais, endosteais, trabeculares, bem como nos canais
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Haversianos (Bullough, Vigorital2, 1992; Lee, Einhorn®, 2007). O processo de
reabsor¢do e formacgdo torna a idade do tecido 6sseo varidvel, mesmo em um tUnico
individuo (Boskey, Coleman'', 2010; Paschalis®, 2009). Qualquer fator que interfira
seja na sintese, qualidade e/ou organizag¢do do colageno deve ser avaliado, pois pode
influenciar diretamente na qualidade do tecido dsseo formado e no processo de
mineralizagcdo. Nesse contexto, o completo entendimento dos efeitos dos BFs sobre o
processo de remodelacdo dssea ¢ muito importante e, por esse motivo, ¢ foco de

diversas pesquisas.

A estagnacdo do processo de remodelacdo Ossea pelos bifosfonatos, ocorre
basicamente pela acdo da droga sobre osteoclastos e osteoblastos (Russell'®, 2011;
Im et al.*’, 2004). Uma vez que essas células estio diretamente envolvidas no
processo de remodelagdo dssea, faz-se necessdrio o entendimento do mecanismo de

acdo dos BFs sobre o mesmo.

No caso especifico da osteoporose em idosos (homens e mulheres), sabe-se
que além do aumento da atividade dos osteoclastos, o mecanismo fisiopatoldgico
mais importante ¢ a redu¢do do numero e da atividade dos osteoblastos (Gimble et
al.®®, 2006; Chan, Duquels, 2002). Com o envelhecimento, os osteoblastos sdo
substituidos por adipdcitos dentro da medula éssea, o que acarreta em significativa
diminui¢io de numero, fun¢io e sobrevivéncia dessas células (Gimble et al.*®, 2006;
Ali et al?, 2005; Marco et al.’”, 2005). Nesse contexto, Duque, Rivas®’ (2007)
avaliaram o efeito do alendronato, in vitro, sobre a osteoblastogénese. De acordo com
os resultados, o alendronato ndo s6 induziu altos niveis de diferenciagdo dos
osteoblastos como também aumentou a atividade dos mesmos, o que foi comprovado

pela quantidade de mineralizagdo observada na segunda semana apos o inicio dos
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experimentos. Segundo os autores, sem a adicdo do alendronato este nivel de
. o o A 58

mineralizagdo seria visto somente em torno de trés semanas. Komatsu et al. ™ (2013)

tambem observaram aumento, tanto na quantidade como na atividade de osteoblastos,

em animais que receberam alendronato.

A avalia¢do do efeito dos BFs sobre o desenvolvimento de osteoblastos, a
partir de células progenitoras isoladas da medula 6ssea de mulheres com osteoporose,
foi estudada por Lindtner et al.®® (2014), que observaram aumento significativo na

formacao dessas células.

Entretanto, os efeitos dos BFs sobre a proliferagéo e atividade de osteoblastos,
relatados em outros estudos, sdo controversos. Alguns estudos indicam uma
diminui¢do da proliferacdo e da ag¢do dos osteoblastos em culturas contendo BFs
(Reinholz et al’?>, 2000; Walter et al.''’, 2010), enquanto outros estudos
demonstraram efeito oposto (Klein et al.’’, 1998; Im et al.*’, 2004). Segundo Marolt

et al.%®

(2012), o efeito da droga estd na dependéncia de sua concentragdo, sendo que
baixas concentragdes de bifosfonato (10 M ou inferior) podem resultar em aumento
na proliferacdo e atividade de osteoblastos, enquanto que concentragdes mais elevadas
(10* M ou maior) podem ter efeitos opostos. Outros estudos (von Knoch et al.''®,
2005; Altundal et al.’, 2007) observaram, em culturas de células Osseas, que a
utilizagdo de concentragdes muito baixas de bisfosfonatos levou ao aumento nos
parametros de formagdo dssea. Embora as razdes para os resultados conflitantes ndo
estejam totalmente elucidadas, alguns fatores podem contribuir para a ocorréncia de

resultados antagdnicos, dentre esses pode-se citar diferencas nos tipos de células,

durag@o do tratamento, tipo de BFs e concentra¢des de BFs utilizadas em cada estudo.
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Embora o osteoblasto seja diretamente responséavel pela producdo da matriz
organica, essa célula ndo ¢ responsavel pelo processo de mineralizagdo como um
todo, sendo um facilitador do inicio desse processo por meio da deposi¢cdo de matriz
colagena e expressdo de sinalizadores envolvidos na mineralizagdo (Bullough,
Vigorita'?, 1992). Cabe ressaltar que uma vez iniciado o processo de mineralizagio, a
quantidade e a qualidade dos cristais minerais formados podem mudar, durante o
processo de maturagdo dssea, no mesmo individuo (Fratzl et al. 322004; Boskey,

Coleman'', 2010; Paschalis**, 2009).

Tdo importante quanto investigar a acdo dos BFs sobre os osteoblastos ¢ o
esclarecimento das vias de acdo e efeitos dessas drogas sobre os osteoclastos, alvos
principais do medicamento. Devido ao fato que os Bfs sdo captados e adsorvidos a
superficie mineral do tecido dsseo, especialmente em dreas de reabsorcdo, tais
compostos ficam em estreita proximidade com os osteoclastos, sendo internalizados
por meio de endocitose. Os Bfs podem afetar a reabsor¢do mediada por osteoclastos
atuando em diversas fases como recrutamento, diferenciacdo e atividade dessas
células, assim como indu¢do de apoptose, sendo tais acdes dependentes do tipo de
droga utilizada, como relatado anteriormente. Apds a captacdo, podem ocorrer
alteracdes celulares caracteristicas como a auséncia da borda franjada e a ruptura do
citoesqueleto, modificacdes estas relacionadas a auséncia de sinalizagdo dependente

da prenilagio associada a algumas classes de BFs (Russell'”’, 2011).

4

E importante ressaltar que existem evidéncias que os BPs inibem a

diferencia¢do de osteoclastos a partir de células precursoras, derivadas da medula

114
1.

Ossea (van Beek et al. ", 1999). Outros estudos também demonstraram que o0s

bifosfonatos podem reduzir a reabsor¢do do tecido 6sseo devido a inibi¢do da
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diferenciagdo osteoclastica (Meraw et al.76, 1999; Pozzi et al. 89, 2009; Stark, Boocock
et al.'””, 1995). Entretanto, de acordo com van Beek et al. ''* (1999), em analises in
vitro, a inibicdo da reabsor¢do dssea pelo alendronato ndo envolve a alteragdo do
potencial de osteoclastogénese das células precursoras de osteoclastos, sugerindo que
os efeitos do alendronato sfo exercidos na superficie do osso em osteoclastos

maduros.

Outra célula importante para o metabolismo do tecido dsseo € o ostedcito,
considerada uma célula fundamental a homeostase ossea, devido a secrecdo de
moléculas cruciais para a regulacdo desse processo (Xiong et al.'*, 2011). Assim, os
ostedcitos sdo importantes alvos terapéuticos para doencas osteometabolicas.
Entretanto, a compreensdo da biologia dessa célula ¢ limitada devido a falta de acesso

1.60, 2013). Por estarem, durante anos,

na matriz calcificada (Kuroshima et a
localizadas no sistema lacuno/canalicular, essas células podem ser afetadas pelos BFs
(Qing et al.”®, 2012). Assim, Kuroshima et al. ® (2013) propuseram avaliar os efeitos
do zoledronato sobre a resposta de ostedcitos frente a uma uUnica dose de
paratormdnio (hormdnio que estimula a remodelacdo dssea favorecendo a formacao).
De acordo com os autores, o tratamento com zoledronato alterou a resposta dssea ao
paratormdnio, sugerindo a acdo da droga sobre os ostedcitos. Outros estudos
demonstraram que a administragdo de BF resultou na prevencdo da apoptose de

osteoblastos e osteocitos induzida por corticoides (Plotkin et al. 7 2006; Bellido,

Plotkin’, 2011).

A interferéncia dos BFs sobre o metabolismo dsseo pode ser constatada pela
reducdo dos marcadores de reabsor¢cdo dssea, como telopeptideo carboxiterminal do

colageno tipo I (CTX), piridinolina, deoxipiridinolina (DPD) e telopeptideo
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aminoterminal do coldgeno tipo I (NTX), e de formacdo oOssea, como fosfatase
alcalina, osteocalcina e propeptideo aminoterminal do coldgeno tipo I (PINP). De
acordo com Kunchur et al.”” (2009), a reduco dos niveis séricos de CTX pode ser
quantificada dentro de semanas apds o inicio da terapia com bifosfonatos, podendo
chegar a uma redugdo de 60% apds 6 semanas, confirmando assim a acdo da droga.

Segundo Devogelaer et al. >

(2013), uma unica infusdo de acido zoledronico € capaz
de induzir uma reducgdo significativa e sustentada de marcadores bioquimicos de

remodelagdo Ossea.

Cabe lembrar também que o coldgeno ¢ um dos componentes mais abundantes
do tecido 6sseo, representando de 90 a 98% da matriz organica (Lazarovici et al.%,
2010; Marx et al.*’, 2007). De acordo com Gao et al. *® (2009), o alendronato leva a
um aumento da expressdo de marcadores de colageno tipo II e da proteina aggrecan,
além de reduzir a expressdo de algumas proteases (MMP1, MMP3 ¢ MMP13),
capazes de degradar o colageno. Segundo Robey, Boskey ** (2008) a aggrecan é uma
proteina presente na matriz 6ssea responsavel por sua organizagao, retengdo de agua e

, , . oA e A A e . 36 .
ions, além de conferir resiliéncia as forcas mecanicas. Kim et al.” (2009) sugeriram

que o alendronato pode inibir a degradacdo da aggrecan, em animais.

Apesar de estabelecido que a qualidade do tecido dsseo estd diretamente
ligada ndo somente ao conteido mineral, mas também a parcela de constituintes
organicos, a literatura quanto aos reais efeitos dos BFs sobre o coldgeno ainda ¢

€scassa.

Assim, a agdo dos BFs sobre os diversos constituintes do tecido dsseo
levantam duvidas sobre quais alteragdes podem ocorrer no metabolismo desse tecido

. A 4 .,
e suas eventuais consequéncias. De acordo com Allen, Burr * (2011) no inicio da
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terapia com bifosfonatos hd uma reducdo répida dos locais de remodelacdo recém-
iniciados, combinados ao novo preenchimento dos locais de remodelagdo pré-
existentes, o que demonstra que esse medicamento € responsavel pelo aumento inicial
da massa dssea, frequentemente observado nos tratamentos. Ainda, segundo os
autores, a continuidade da terapia com BF reduz a perda de massa e mantém a
arquitetura 0ssea em compara¢do a individuos nio tratados. Entretanto, para alguns
autores a manuten¢do do tratamento pode acarretar em danos ao tecido dsseo. Alguns
estudos (Yamagami et al. 123 2013; Odvina et al.*°, 2005; Compston 17.2011; Shane
et al.'”’) 2014) demonstraram que a supressdo da remodelacio pelos bifosfonatos leva
ao acumulo de microfraturas no tecido 6sseo. No estudo de Mashiba et al. "' (2000), o
tratamento a longo prazo (12 meses) com risedronato ou alendronato em caes,
suprimiu a remodelacdo Ossea intracortical em cerca de 57% a 68%, aumentando
assim a ocorréncia dos microdanos em cerca de 2 a 3 vezes, levando a uma

diminui¢do da resisténcia do osso cortical em torno de 20%.

Estudos conduzidos por Mashiba et al.”” (2001) e Allen, Burr’ (2007),
utilizando modelos animais, demonstraram que qualquer supressdo da remodelagdo
estd associada a significativos aumentos de microdanos, impedindo dessa forma, a
repara¢@o natural do tecido ¢sseo. Ainda de acordo com os mesmos autores, os danos
acumulados parecem estar relacionados a duragdo da supressdo da remodelagdo e as
doses dos agentes. Allen, Burr* (2011), atentam para o fato de que ha uma diferenga
nos valores de microdanos de acordo com a regido Ossea analisada; assim, 0 0sso
cortical apresentaria maiores acumulos de microdanos em relagdo ao 0sso esponjoso,

devido a diferen¢a de volume 6sseo.
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Entretanto, em estudo que avaliou a frequéncia de microtrincas, em bidpsias
de iliaco de 50 mulheres pds-menopausa, em tratamento com bifosfonatos
(alendronato, risedronato ou pamidronato intravenoso) por pelo menos trés anos, os
autores ndo encontraram diferenga significativa entre mulheres tratadas e o grupo

controle (Chapurlat et al.'®, 2007).

Devido a isso, Yamagami et al.'*

(2013) chamam a atengdo para o fato que
ndo esta claro se os microdanos, nos animais tratados com alendronato, podem refletir
os grandes eventos de fraturas atipicas de fémur em mulheres osteopordticas pds-
menopausa, tratadas com BFs. Tais fraturas tém sido relatadas como uma

complicagdo potencial do tratamento a longo prazo com bifosfonatos (Compston'’,

2011; Rosenthal et al. *’, 2014; Giannini et al. *’, 2013; Shane et al. '"’, 2014).

4 Bifosfonatos, mineralizacdo e propriedades mecdnicas do tecido dsseo

O efeito dos BFs sobre a mineralizagdo 6ssea ¢ um assunto que tem despertado
interesse. A manuten¢@o de niveis elevados de remodelacdo 6ssea, encontrados na
osteoporose, reduz a média do grau de mineralizacdo do osso, encurtando a duracdo
da mineraliza¢do secundaria das unidades estruturais basicas (UEBs). Nesse contexto,
as UEBs recém formadas apresentam um grau de mineralizagdo menor, representando
cerca de 50 a 60 % da mineralizacdo total esperada (Jowsey>>™*, 1977, 1973). Ao
contrario, as UEBs ja existentes sdo totalmente mineralizadas e esta mineralizacio
total corresponde a mineralizagdo média completa e ndo a uma "hipermineralizagdo",
0 que implicaria na presenca de uma quantidade excessiva de mineral no mesmo
volume de tecido 6sseo. Segundo Boivin et al. '’ (2000), a presenca de uma
quantidade mineral maior, em relacdo a0 maximo normal, s6 é possivel na presenga

de uma matriz menos organica.
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Alguns autores afirmam que o aumento da mineralizagdo contribui para o
aumento da densidade mineral dssea que, por sua vez, estd associada ao aumento da
resisténcia e rigidez do osso (Boivin et al. 10 2000; Roschger et al.”®, 2001).
Entretanto, também tem sido apontado que a maior homogeneidade da mineralizagédo
pode permitir a propagagio mais rapida de microfissuras (Wasserman et al.'*’, 2005;
Currey >, 1990), o que ndo representaria beneficios mecéanicos apesar do aumento na

densidade mineral 6ssea (Jamsa et al. >, 2002).

De acordo com Mashiba et al.

(2001), o tratamento de 1 ano com
alendronato em cées, aumentou o acumulo de microdanos reduzindo a resisténcia e a
capacidade de absorcdo de energia (tenacidade) do osso cortical desses animais. Além
disso, segundo Allen et al. > (2008) e Saito et al. '® (2008), o uso prolongado de
bifosfonatos também induz a formacdo e acimulo de produtos finais da glicagdo

avancada (AGEs), que causam fragilidade dos ossos e reducdo da capacidade dos

mesmos em absorver energia (tenacidade) .

Segundo Boivin et al.”

(2000), uma vez mantida a terapia com BFs ha
inibi¢do do processo de remodelagdo, com consequente queda no nimero de sitios de
reabsorc¢do Ossea, podendo dessa forma prorrogar a mineralizagdo secundaria. Ainda,
segundo os autores, dados de mulheres poés-menopausa, que receberam alendronato
por 3 anos, mostraram decréscimos na freqiiéncia de ativacdo do processo de
remodelacdo em 87% no 2° ano e de 92% no 3° ano, o que permitiu um aumento da
mineralizacdo secundaria. Nesse mesmo estudo, foi observado aumento do grau de

mineralizacdo de 7,5%, no segundo ano, e de 10,7% no terceiro ano, comparados ao

grupo placebo.
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A falha de implantes em pacientes fazendo uso a longo prazo de BFs, segundo

Subramanian et al. '*°

(2012), pode ser explicado segundo algumas hipdteses. Dentre
essas, as relacionadas as propriedades mecénicas sdo: comprometimento das
propriedades biomecanicas do tecido 6sseo; aumento da mineralizagdo; alteracdes do

coldgeno; e arquitetura 6ssea mais homogénea, resultando no aumento da propagacio

de trincas, como devido a duragdo da carga durante a funcéo.

5 Bifosfonatos e implantes

A influéncia dos bifosfonatos sistémicos sobre as reabilitagdes implanto-
suportadas tem sido amplamente estudada, uma vez que o uso prévio, concomitante
ou apos procedimentos odontoldgicos mais invasivos pode levar a ocorréncia de
osteonecrose dos maxilares associada ao uso de bifosfonatos (OMAB) (Marx et al. ®,

2007; Ruggiero et al.”

, 2009). Nesse contexto, estudos tém sido conduzidos
objetivando estabelecer pardmetros quanto ao risco de pacientes, sob terapia com BFs,

serem submetidos a cirurgias odontolégicas (Zadik et al.'* , 2012).

Além disso, as reais implicacdes dos bifosfonatos sobre as reabilitagdes com
implantes dentdrios é motivo do desenvolvimento de diversos estudos, que visam
elucidar como esses medicamentos interferem nos pardmetros de osseointegragao e na

longevidade de implantes (de Oliveira et al.*', 2014).

A literatura, quanto a influéncia do uso de Bfs sobre a osseointegracdo, ¢é
muito vasta. Dentre as varidveis importantes que interferem no resultado desses
estudos estdo: uso prévio, concomitante ou apds a instalacdo de implantes e forma de
acdo do medicamento (local ou sistémica). Nos estudos em animais, o modelo

experimental utilizando ovariectomia permite analisar o efeito dos BFs sobre a
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osseointegragdo em quadros de deficiéncia de estrdgeno. Dessa forma, para o melhor
entendimento dessas varidveis, a descricdo dos estudos que se segue sera de acordo

com o momento de administragdo da droga em relagdo a instalagdo de implantes.

5.1 Administragdo de bifosfonatos previamente a instalagdo de implantes

De acordo com Jacobsen et al.*’ (2013) e Chadha et al.'"* (2013), existem
riscos de falhas de implantes e possivel ocorréncia de osteonecrose em pacientes sob

administragdo sistémica prévia de BFs. Zadik et al. '*

(2012) também atentam para o
risco de ocorréncia de osteonecrose, apos instalagdo de implantes, em individuos que
receberam alendronato previamente a cirurgia, mesmo que o tratamento tenha sido

suspenso por mais de 2 anos. Os autores ressaltam a importancia da identifica¢do dos

pacientes de risco por meio da anmnese.

Gupta.* (2012) relatou a perda de implante instalado em maxila, 4 semanas
apds a instalagdo. De acordo com o autor essa perda enfatiza o risco aumentado de

falha de implantes em pacientes que sob uso de bifosfonatos orais.

Porém, de acordo com Mattheos et al. "

(2013), que avaliaram o risco de
instalagdo de implantes em pacientes fazendo uso de 4acido zoledronico para

tratamento de osteoporose, a administragdo sistémica de uma dose Unica da droga,

previamente a cirurgia, parece ndo trazer riscos ao paciente.

. 35 . A ..
Segundo Gamsjaeger et al.”” (2013), o acido zoledronico administrado
endovenosamente em humanos, uma vez por ano, durante 3 anos, ndo exerce

quaisquer efeitos adversos sobre as propriedades do tecido dsseo em formacgdo. De
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acordo com os autores, a terapia pode resultar em efeitos benéficos a mineralizag¢do da
matriz 6ssea, com aumento dos indices de qualidade e maturidade mineral 6ssea, o

que poderia otimizar os pardmetros de osseointegracao.

Em modelo de animais ovariectomizados, estudos em que os Bfs foram
administrados anteriormente a instalacdo dos implantes demonstraram que os grupos
que receberam alendronato apresentaram resultados histométricos e de densidade
Ossea radiografica superiores aos grupos controle, ovariectomia e ovariectomia +

alendronato (Viera-Negron et al. ''®, 2008).

J& outros estudos em animais ndo ovariectomizados concluiram que os BFs,
administrados sistemicamente antes da instalagdo dos implantes, ndo interferiram nos
pardmetros de osseointegra¢do ou na taxa de sucesso dos mesmos (Tsetsenekou et

al.', 2012; Memon et al.””, 2012).

5.2 Administragdo de bifosfonatos durante a instalagdo de implantes

A administragcdo de bifosfonatos no momento da cirurgia de instalagdo dos
implantes pode ser feita por meio da incorporag@o desses agentes a superficie. Essa
forma de administragdo ¢ caracterizada pela acdo local da droga que inicia no
momento da instalagdo do implante. Em recente revisdo, Fazil et al.” (2014)
verificaram que os sistemas de aplicagdo local de BFs minimizam os efeitos colaterais
associados a essas drogas. Portanto, parece razoavel inferir que a aplicagdo local pode
ser indicada para pacientes que ndo necessitam fazer uso sist€émico do medicamento,

minimizando assim possiveis efeitos colaterais.
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Nesse contexto, alguns autores apontam importantes beneficios a
. ~ . . . 64
osseointegra¢do em animais que receberam implantes tratados com BFs (Lee et al.™,

2011; So-Hee et al.**, 2012; Abtahi et al.', 2013).

1.*® (2009) avaliaram, em ratas ovariectomizadas, as alteracdes na

Gao et a
osseointegracdo de implantes que haviam sido imersos por 24 horas em solugdes com
acido zoledronico e/ou fator bésico de crescimento de fibroblastos (bFGF). Quatro
grupos compreenderam este estudo e cada um representou a solu¢do na qual os
implantes foram imersos: dgua destilada (grupo controle), acido zoledrénico 1mg/ml,
bFGF 20ug/ml e 4cido zoledronico 1mg/ml + bFGF 20pg/ml. O grupo controle
apresentou resultados significativamente inferiores quanto aos parametros

histomorfométricos, mecanicos ¢ de microtomografia computadorizada do osso ao

redor do implante, quando comparado aos demais grupos.

Lee et al. ® (2011) avaliaram os beneficios da adi¢io do ibandronato a
superficie de implantes. Nesses estudo a osseointegracdo foi avaliada por meio do
teste de torque reverso e microtomografia. Os autores concluiram que os implantes
tratados com BF levaram a melhores resultados quanto ao torque reverso e densidade

do tecido 6sseo ao redor do implante.

1.%° (2009) demonstraram que o alendronato associado a superficie de

Gao et a
implantes resultou em aumento da proliferacdo de osteoblastos e maiores valores dos
parametros de diferenciagdo. Alguns estudos também demonstraram que implantes
recobertos com BF apresentam um aumento significativo do conteudo Osseo e

melhoria da microarquitetura e da fixagdo mecanica (Verron et al.'">, 2010; Peter et

al.®, 2005).
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Outra forma de andlise da acdo dos BFs, no momento da instalacdo dos
implantes, ¢ a administragdo sistémica da droga. Assim Kurth et al. ®' (2005)
avaliaram, em ratas ovariectomizadas, o uso de ibandronato sobre a capacidade de
osseointegra¢do de implantes usinados ou com superficie tratada com hidroxiapatita.
O tratamento com bifosfonato foi iniciado no mesmo dia em que os implantes foram
instalados no fémur dos animais. Segundo os autores, os resultados demonstraram
maior percentual de contato osso/implante para o grupo tratado com BF. Resultados

semelhantes foram verificados por Duarte et al.> (2005) empregando alendronato.

Yildiz et al.'** (2010) avaliaram, em modelo de animais ovariectomizados, a
influéncia da administragio sistémica de 4cido zoledronico no momento da instalacio
dos implantes. Segundo os autores, os resultados quanto a andlise histométrica, de
estabilidade e densitométrica foram significativamente superiores para o grupo de

animais que recebeu o medicamento.

O efeito do 4cido zoledronico, em dose Unica no dia da cirurgia, sobre a
osseointegracdo de implantes instalados em tibias de coelhos com perda Ossea
induzida pelo uso de corticéides, foi avaliado por Carvas et al. > (2010). De acordo
com os autores, os animais que receberam o 4cido zoledronico apresentaram melhores
parametros de osseointegracdo quando comparados ao grupo metilprednisolona, com

resultado similar ao grupo controle.

A interferéncia de BFs administrados sistemicamente, no momento da cirurgia

e durante a cicatrizag@o, sobre a crista 0ssea e o sucesso inicial de implantes, foi

175

avaliada por Memon et al. " (2012) em estudo retrospectivo. O estudo demonstrou

que o uso de bifosfonatos orais ndo afetou a taxa de sucesso inicial, assim como nao
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trouxe danos a regido da crista 0ssea, em comparacdo ao grupo sem administracio da

droga.

5.3 Administragdo de bifosfonatos apds a instalagdo de implantes

Huja et al. ®

(2011) avaliaram a osseointegragdo de mini-implantes,
instalados na maxila e mandibula de caes, tratados ou ndo com acido zoledronico
sistémico ap6s o procedimento cirurgico. Os autores concluiram que os animais
tratados com BFs apresentaram menor taxa de formag@o dssea, embora tenha ocorrido

remodelagdo dssea ao redor dos implantes, sugerindo que a cicatrizagdo pode ocorrer

mesmo em animais em uso de BF mais potente.

Para Abtahi et al. ' (2013) o uso sistémico do alendronato pode acarretar em
desenvolvimento de osteonecrose, em animais que receberam a droga apds a

instalacdo dos implantes.

Em modelo de animais ovariectomizados Narai, Nagahata 7 (2003)
verificaram os efeitos da terapia com alendronato sistémico sobre o torque de
remo¢do de implantes de titdnio comercialmente puro instalados em ratas
ovariectomizadas. O inicio da administracdo da droga ocorreu apds a instalagdo dos
implantes e foi mantido por 30 dias até o sacrificio dos animais. Os resultados
demonstraram valores de torque de remocgdo significativamente superiores para
animais tratados com alendronato em comparagdo aos animais ovariectomizados.
Essa diferenca, entretanto, ndo foi significante quando o grupo que recebeu

alendronato foi comparado ao controle.
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Em outro estudo, Giro et al. *' (2007) avaliaram o efeito da deficiéncia de
estrogeno sobre o torque de remocgdo. Segundo os autores, no grupo de animais
ovariectomizados o torque de remocdo foi estatisticamente menor quando comparado
aos grupos controle, cirurgia ficticia, ovariectomia + estrdgeno e ovariectomia +
alendronato. J4 os animais que foram submetidos a ovariectomia e receberam
tratamento com alendronato apresentaram torque de remoc¢do maior quando

comparados aos demais grupos.

A prevengdo da perda de massa 6ssea ao redor de implantes osseointegrados,
em animais ovariectomizados e tratados com reposi¢do hormonal ou alendronato, foi

140

estudada por Giro et al.™ (2008). De acordo com os autores, ambas as terapias foram

eficazes na prevencdo da perda de massa ossea ao redor de implantes osseointegrados.

Segundo Giro et al. *

(2011), que avaliaram a influéncia da deficiéncia de
estrogeno e seu tratamento com alendronato ou reposi¢do hormonal sobre o tecido
6sseo ao redor de implantes previamente instalados, os animais ovariectomizados
apresentaram resultados significativamente inferiores quanto aos parametros

histométricos e de taxa de aposicdo mineral 6ssea em comparacdo aos grupos tratados

com alendronato ou estrogeno.

Apesar da extensdo dos estudos citados, e embora a maioria demonstre
beneficios no uso de BFs associados a instalacdo de implantes, grande parte dos
estudos avaliou somente parametros biomecanicos ou de densidade déssea. Como
visto, existe uma relativa caréncia de informa¢do quanto a qualidade, assim como
quanto as caracteristicas estruturais e fisicas, tanto do osso basal como do tecido
6sseo neoformado ao redor de implantes, em animais sob tratamento a longo prazo

com BFs.



Proposicao
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PROPOSICAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito, da administra¢do a
longo prazo, do alendronato sobre as caracteristicas biomecénicas, o processo de
reparo e a mineralizagdo do tecido dsseo ao redor de implantes instalados em tibia de
ratas. Foi também analisado, sistemicamente, o impacto da droga sobre a densidade

mineral e as propriedades mecanicas do tecido dsseo.



Material e Metodo
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MATERIAL E METODO

Animais

Nesse estudo foram utilizadas 160 ratas Wistar, com aproximadamente 3
meses de idade, pesando entre 200 e 250g. Os animais foram mantidos em gaiolas de
propileno em grupos de 5 animais, sendo alimentados com racdo sdlida padrdo para
animais de laboratdrio e agua ad libitum. A temperatura foi controlada a 25°C ¢ a
umidade em 55%, sendo o tempo de exposi¢do ao claro de 12 horas e 30 minutos e,

ao escuro, de 11 horas ¢ 30 minutos.

Este estudo foi previamente aprovado pelo Comité de FEtica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Odontologia de Araraquara-UNESP

(Proc.n°16/2010) (Anexo).

Desenho do estudo

Os animais foram distribuidos de forma aleatéria em 2 grupos experimentais:

grupo controle (Grupo CTL, n=80) e grupo alendronato (Grupo ALD, n=80).

Os animais do grupo ALD receberam administragio subcutianea de
alendronato, na concentracdo de Img/Kg/semana, enquanto os animais do grupo CTL
receberam administracdo subcutinea de placebo (solugdo salina estéril) uma vez por
semana. Apos 120 dias de tratamento, os animais de ambos os grupos foram

submetidos a instalacio de um implante de titdnio na metafise tibial, direita e
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esquerda. Dez animais de cada grupo foram sacrificados, por aprofundamento da

anestesia, nos dias 5, 10, 15, 20, 25, 30, 45 e 60 dias ap6s a instalacdo dos implantes,

como mostrado na Figura 2.

O peso dos animais foi controlado semanalmente durante todo o experimento

para averiguacdo da condicdo de saide do animal e para o ajuste da dose da

medicacao.

Figura 2 - Desenho experimental do estudo

Dia0

Mal20

Mal25

Dia130

Malis

Ma 140

Ma 145

ha 150

a 165

Dia 180

&

Inécio da

terapia com

alendronato e

placebo

I

Instalagao dos

mplantes

|

Sacrdhioo

|

Sacnhao

Sacnlico

Sacrificio

Cirurgia para instalacdo dos implantes

v

Sacnfico

Vv

Sacnfiao

Vv

Sacrhion

> &

WV

Sacnfico

Os animais foram anestesiados por uma combinagdo de cloridrato de ketamina

(Ketamina Agener — Agener Unifo), na concentragdo de 0,08ml/100g, e cloridrato de

xilazina 2% (Rompum - Bayer), na concentracdo de 0,04ml/100g de massa corpdrea.
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Posteriormente, foi realizada a tricotomia da regido interna da perna esquerda e a

antissepsia com gaze estéril embebida em solucdo de iodopovidona.

Uma incisdo de aproximadamente 10 mm foi realizada, em planos, na regido a
ser operada, mais precisamente sobre a metafise tibial (Figura 3). Apds dissec¢do
delicada o tecido Osseo foi submetido a osteotomia, realizada por meio de uma
seqiiéncia progressiva de fresas (fresa langa; fresa espiral de 2,0 mm), para acomodar
um implante de titdnio de superficie Master Porous (Conexao Sistema de Protese) de
4,0 mm de comprimento por 2,2 mm de espessura (Figura 4 a — d). Todas as
perfuragdes foram realizadas com motor elétrico (BLM 600 - Driller) ajustado a 1200

RPM, sob abundante irrigacdo com solu¢do salina estéril.

Figura 3 - Incisdo (a,b) e descolamento do tecido para exposicdo da regido de

instalacdo do implante (c,d).
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Figura 4 - Perfuracdo com fresa langa (a) e espiral 2,0 mm (b) sob constante

irrigagdo para criacdo do leito dsseo (c) para inser¢do do implante (d).

O implante foi instalado com a ajuda de uma chave hexagonal (Conexao
Sistema de Implantes). A regido operada foi suturada em planos, internamente com
um fio reabsorvivel (Vicryl 5-0 — Johnson & Johnson) e externamente com fio de

seda (Seda 4-0 - Johnson & Johnson) (Figura 5).
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Figura 5 - Instalagdo do implante com chave hexagonal (a,b), sutura (c) e antissepsia

da érea operada (d) .

Os animais receberam no pos-operatdrio, penicilina associada a estreptomicina
(Multibidtico Veterinario®; Vital Farma Ltda, Sdo Sebastido do Paraiso, MG, Brasil)
na dosagem 0,1 ml/kg de peso, em dose Unica, e corticoide intramuscular na dosagem
de 5mg/kg de (Cort-Trat®; A Quimica Santa Marina S.A., Rio de Janeiro, RJ, Brasil),

por 3 dias consecutivos.

Sacrificio dos animais

Os animais foram sacrificados nos periodos experimentais acima descritos,
por aprofundamento da anestesia, sendo removidos as tibias, direita e esquerda, e o
fémur esquerdo. Os espécimes foram fixados em formaldeido tamponado 4%, durante

24 horas.
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Analises

Andlise Biomecdnica

A andlise de torque de remog¢do foi realizada logo apds o sacrificio dos
animais. As areas operadas foram reabertas e os implantes expostos. Para essa andlise
foi empregado um torquimetro digital (Torquimetro digital portatil TQ-680,
Instrutherm®, S3o Paulo-SP, Brasil), com divisdes de 0,1N/cm e escala variando de 0
a 147,IN/cm. Apds estabilizacdo da tibia, uma for¢a no sentido anti-horario foi
aplicada até o completo rompimento da interface osso/implante, sendo esse valor
registrado automaticamente no display do aparelho e considerado, portanto, como o

torque necessario para a ruptura da osseointegracao.

Densitometria Ossea

A densidade mineral 6ssea (BMD) foi avaliada por Dual-energy X-ray
Absorptiometry (DXA), em 10 fémures esquerdos de cada grupo e para cada periodo
de avaliagdo, para a constatacdo do efeito sistémico do medicamento. Para isso foi
utilizado um densitometro (Discovery-A SN: 80999; Hologic Inc, Bedford, USA),
empregando-se um software fornecido pelo fabricante do aparelho, para pequenos
animais, no modo “High Resolution”. Para calibracdo do aparelho, foi realizado um
teste, o qual consiste em medir a densidade de um bloco padrio (“phantom”)
composto por trés camadas sintéticas, de constituicdo semelhante ao osso, com area e
conteudo mineral conhecido. A precisdo da DXA, na determinacdo da BMD, foi

avaliada pela mensuragdo do coeficiente de variagdo, expresso como uma
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porcentagem da média. Para tanto, cinco medidas consecutivas, de uma mesma
amostra, foram realizadas na regido de interesse, obtendo-se neste estudo um
coeficiente de variacdo de 1,8%. A delimitagcdo das regides analisadas foi realizada
com auxilio de ferramentas existentes no programa do aparelho, selecionando sempre
0o mesmo espago a fim de padronizar as medidas de todas as sub-regides. Foram
efetuadas medidas de BMD global e de sub-regides do fémur, como determinadas na

Figura 6.

Figura 6 - Imagem obtida do fémur por DXA. Delimitag¢@o global e das sub-regides

para andlise. R/ - Epifise proximal; R2 - Epifise distal; R3 - Diafise.
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Ensaio Mecanico

Apds andlise da densidade mineral 6ssea, os fémures foram submetidos ao
ensaio mecanico com auxilio de uma maquina universal de ensaio (Instron®, modelo
4444), cuja célula de carga apresenta capacidade méaxima de 100 kg
(aproximadamente 1 kN). O osso foi apoiado em dois suportes (dois pontos), sendo a
forca aplicada em um terceiro ponto, no meio geométrico entre os dois apoios,

considerado como o ter¢co médio do fémur.

No inicio do teste, uma pré-carga de 5 N foi aplicada por meio de uma haste
cilindrica com um rolete de 3 mm em sua extremidade, no sentido pdstero-anterior e
perpendicular ao eixo longitudinal para acomodag¢do da amostra. Apds esse
procedimento, foi aplicada uma for¢a no mesmo sentido, com velocidade constante de

0,5 cm/min, até o momento da fratura do osso.

Os valores de forca maxima, rigidez, tenacidade (capacidade de absor¢do de
energia) e resiliéncia (capacidade de absor¢@o de energia quando submetidos a cargas
) foram registrados automaticamente pelo sistema computacional (software Instron
Series IX) pertencente ao aparelho. (tenacidade) no grupo ALD em relagdo ao grupo

CTL até o periodo de 45 dias.

Preparacgdo dos cortes ndo descalcificados de tecido dsseo

Apds o processo de fixagdo e lavagem em d4gua corrente, os espécimes
relativos a tibia esquerda foram desidratados em graduagdes crescentes de solugdes de

alcool etilico (70°/80° /90° /96° /100%/ 100%).
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Apds desidratacdo gradual, a infiltragdo pléstica foi realizada com misturas de
glicolmetacrilato (Technovit 7200 VLC, Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim,
Alemanha) e 4lcool etilico, seguindo varia¢des gradativas, com concentragcdo
crescente de resina, finalizando com dois banhos de imersdo em glicolmetacrilato

puro, por 7 dias cada.

Seguinte a infiltragdo plastica, os espécimes foram incluidos em resina e
polimerizados por 10 horas, sendo 4 horas de exposi¢do a luz amarela e 6 horas de
exposi¢do a luz azul (EXAKT 520 Light Polymerization Unit, Heraeus Kulzer GmbH,
Wehrheim, Alemanha). Seguindo o protocolo descrito por Donath, Breuner®, (1982)
o bloco foi, entdo, removido do molde e montado em uma lamina acrilica utilizando-
se uma resina (Technovit 4000, Heracus Kulzer GmbH, Wehrheim, Alemanha), com
auxilio de uma prensa a vacuo (EXAKT 401, Vacuum Adhesive Press, Heraeus
Kulzer GmbH, Wehrheim, Alemanha). Por meio da utilizacdo de um sistema de corte
(Exakt Cutting System, Norderstedt, Alemanha), foi realizado um corte preliminar,
visando o centro do implante, sendo obtidas duas sec¢des espessas (300 - 500 um).
Uma das secgdes obtidas foi colada com resina (Technovit 7210 VLC, Heraeus
Kulzer GmbH, Wehrheim, Alemanha) a outra lamina acrilica, utilizando-se uma
prensa de precisdo (Exakt 402, Precision Adhesive Press). Esta foi submetida
novamente ao sistema de corte que resultou em uma secc¢io de aproximadamente 100
pum, sendo entdo submetida a um sistema de microdesgaste (Exakt 400CS, Heraeus
Kulzer GmbH, Wehrheim, Alemanha) até a obtencdo da espessura final de

aproximadamente 30um.
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Andlise do arranjo e distribui¢do do coldgeno

As laminas relativas a tibia esquerda, obtidas como descrito acima, foram
coradas com solugdo de 0,1% de Sirius-Red por 1 hora para avaliagdo da distribuicdo
e arranjo do colageno na area de roscas e regido adjacente ao implante. As laminas
foram fotografadas com auxilio de um microscdpio de polarizacdo (Microscopio
Olympus BX51), ao qual estava acoplada uma camera digital (Camera Olympus
DP71). Dois filtros polarizadores (Filtros polarizadores Olympus U P110 e U P115)
foram acoplados ao microscépio de luz Olympus (modelo BX-51, Tokio — Japao)
para andlise das sec¢des coradas com picrosirius. A captura das imagens foi realizada
apds padronizacdo de fatores como objetiva, intensidade de luz, abertura do diafragma
do condensador, altura do condensador e angulagdo do polarizador. Os parametros
considerados foram: a presenca de coldgeno birrefringente e o arranjo e distribuicdo
desse colageno na regido da terceira da rosca dos implantes. A andlise foi realizada

por um examinador “cego” em relacdo aos grupos experimentais.

Analise Histométrica

As laminas coradas com Picrosirius Red foram empregadas para avaliar
pardmetros histométricos, como extensdo linear de tecido 6sseo em contato direto
com a superficie do implante (BIC) e fragdo areal entre as roscas do implante
ocupadas por tecido 6sseo (BAFO). As mensuracdes foram realizadas em imagens
obtidas previamente com auxilio de um microscopio optico (LEICA DMLS - Leica
Microscopy and Scientific Instruments Group, Wetzlar, Germany), em aumento de

100 vezes. As imagens foram selecionadas e enviadas para um microcomputador
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(Intel Core 15 duo, 3.20GHz GHz, 2 Gb RAM) por meio de uma cadmera de video
(DFC-300 FX 3 megapixel- Leica Microsystems Ltda, Wetzlar, Germany), acoplada
ao microscopio Optico. A determinacdo dos valores foi realizada empregando-se um
software analisador de imagens (Image] 1.34 - National Institutes of Health,
Bethesda). Os valores para a extensdo linear de tecido 6sseo em contato direto com a
superficie do implante e para a area entre as roscas ocupadas por tecido 0sseo foram

obtidos e expressos como percentual da extensao total e area total, respectivamente.

Anadlise por Microscopia Eletronica de Varredura e Espectroscopia de

Energia Dispersiva de raios-X - (MEV / EDS)

As amostras referentes a outra sec¢do relativa a tibia esquerda, obtida apds o
primeiro corte no sistema EXAKT (Exakt Cutting System, Norderstedt, Alemanha),
anteriormente descrito, foram recobertas com carbono em um metalizador (Coating
System BAL-TEC MED 020, BAL-TEC, Liechtenstein). Tais amostras foram
submetidas a anélise por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) para obtengao
de fotomicrografias. Esta andlise foi realizada empregando-se um microscopio
(ZEISS LEO 440 Cambridge, England) com detector OXFORD (model 7060),
operando com feixe de elétrons de 20kV. As imagens foram capturadas com feixe de
elétrons retroespalhados utilizando-se um detector (FOUR QUADRANT
BACKSCATTERED ELECTRON DETECTOR TYPE 400). Para analise de Energia
Dispersiva (EDS) foi utilizado um equipamento EDX LINK ANALYTICAL (Isis
System Series 200), com detector de SiLi Pentafet, janela ultrafina ATW 11

(Atmosphere Thin Window), de resolugio de 133eV a 59keV e area de 10mm?’
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quadrado, acoplado a um microscopio eletronico (ZEISS LEO 440, Cambridge,
England). Utilizou-se padrdo de Co para calibragdo, feixe de elétrons de 20 kV,
distancia focal de 25 mm, dead time de 30%, corrente de 2,82A e I probe de 950pA.
A avaliagdo do percentual de Célcio (% Ca) e propor¢do calcio/fésforo (Ca/P) foi
realizada em trés pontos distintos, distribuidos em linha reta, na terceira rosca dos
implantes, sendo representativos do tecido 6sseo mais proximo ao implante (pontol),
do tecido 6sseo na por¢do mediana da rosca (ponto 2) e do 0sso nativo (ponto 3). Para
padronizagdo da localiza¢do dos pontos avaliados, foram definidas as distancias a

partir da superficie do implante (linha A)(Figura 7).

Figura 7 - Imagem representativa de amostra submetida & Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV), ilustrando os pontos nos quais foram realizadas as anélises por
Espectroscopia de Energia Dispersiva de raios-X (EDS). Distancias entre: linhas A —
B: 30,0 um; linhas A — C: 145,0 um; linhas A — D: 1030,0 um.

LinhaB onh2 A

Linha C

Linha D
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Mapeamento da Mineralizacdo

Com base nas imagens adquiridas por meio da microscopia eletronica de
varredura (MEV), foi realizado o mapeamento da mineralizagdo 6ssea ao redor dos

implantes e osso nativo, durante os diferentes periodos.

Para tanto foi empregado um software (Scanning Probe Image Processor,
Heorsholm- Denmark) (Figura 8), o qual permite mapear, por meio de cores, o tecido
0sseo e seus diferentes graus de mineralizag@o. Na escala disponivel no programa, as
coloragdes proximas ao azul representam areas com menor grau de mineralizagdo,
enquanto regides com coloragdes proximas ao vermelho representam areas com maior

grau de mineralizagao.

Uma analise descritiva quanto a distribuicdo dos diferentes graus de
mineralizacdo, comparando-se os grupos em todos os periodos de observacdo, foi

realizada buscando complementar as analises de contetido mineral.

Figura 8 - Imagem ilustrativa do software Scanning Probe Image Processor

para mapeamento da mineralizag@o.
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Analise Estatistica

Os dados desse estudo foram numéricos e devido a isso um teste de
normalidade de Shapiro-Wilk foi aplicado para avaliar a distribuicdo dos dados de
acordo com o teorema da distribuicdo central. Em fun¢do da distribui¢do normal,
testes paramétricos foram aplicados para a andlise inferencial dos dados. Para
avalia¢do intergrupos, em cada periodo de andlise, foi empregado o teste t-ndo
pareado. J4 para avaliar a evolugdo temporal dentro de cada grupo (andlise intragrupo)

foi empregado o teste Anova seguido pelo pos-teste de Tukey.

O software GraphPad Prism 5 (San Diego, CA, USA) foi utilizado para
execugdo das andlises estatisticas. Todos os testes foram aplicados com nivel de

significancia de 5% (p<0.05).
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RESULTADO

Peso dos animais

A utilizagdo do alendronato na concentragdo de 1 mg/kg/semana ndo
promoveu qualquer intercorréncia durante o decorrer do estudo. A droga ndo

influenciou de maneira significativa o peso dos animais, ndo havendo diferenga entre

grupos ao final do tratamento (Figura 9).

Figura 9 - Média e desvio padrdo do peso dos animais no dia do sacrificio para ambos

0S grupos.
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Densitometria Ossea

A andlise dos dados referentes a densitometria dssea global e das sub-regides
do fémur (R1-epifise proximal; R2-epifise distal; R3-diafise), demonstrou valores de
densidade mineral dssea significativamente superiores para o grupo alendronato

quando comparado ao grupo controle, em cada periodo.

A andlise da epifise proximal demonstrou que o grupo alendronato apresentou
maiores valores de BMD nos periodos de 5, 30 e 45 dias (p<0.01) em relagdo ao
grupo controle. J4 na epifise distal, o grupo alendronato apresentou maiores valores
de BMD nos periodos de 5(p<0.001), 10(p<0.01), 20(p<0.05), 25(p<0.001),
30(p<0.001), 45(p<0.001), e 60 dias(p<0.001) em compara¢do ao grupo controle.
Com relacdo a diafise foram verificados, para o grupo alendronato, maiores valores de
BMD nos periodos de 20(p<0.01), 30(p<0.01), 45(p<0.01) e 60 dias(p<0.01) em
relacdo ao grupo controle. Na avaliagdo da BMD global foram constatados valores
significativamente maiores para o grupo alendronato nos periodos de 5(p<0.001),
10(p<0.05), 20(p<0.001), 25(p<0.05), 30(p<0.001), 45(p<0.001), e 60 dias(p<0.001)

em relacdo ao grupo controle.

A analise intragrupo, levando-se portanto em consideracdo a evolugdo
temporal, demonstrou que o grupo controle ndo apresentou alteragdes estatisticamente
significantes na regido de epifise proximal. J4 para o grupo alendronato, houve um
aumento estatisticamente significante da BMD nos periodos de 30 (p<0.001),
45(p<0.01) e 60 dias (p<0.05) em relagdo ao periodo de 15 dias. Quanto a epifise
distal, foi verificado no grupo controle um aumento significante da BMD no periodo
de 30 dias em relagdo ao periodo de 5 dias (p<0.05), enquanto no grupo alendronato

foram verificados maiores valores de BMD nos periodos de 10(p<0.05), 30(p<0.001),



70

45(p<0.01) e 60 dias(p<0.001) em relagdo ao periodo de 15 dias. Na diafise foram
verificados, no grupo controle, valores significativamente maiores de BMD no
periodo de 5 dias em comparagdo aos demais periodos (p<0.05), enquanto para o
grupo alendronato os periodos de 10 e 15 dias demonstraram os menores, embora
com diferenga significante apenas quando comparados aos periodos de 5 (p<0.05) e
20 dias (p<0.01). A avaliacdo da BMD global demonstrou que o grupo controle ndo
apresentou variagdes estatisticamente significantes ao longo do tempo. Por outro lado,
o grupo alendronato apresentou valores significativamente menores no periodo de 15
dias, havendo posteriormente um aumento significante. Os dados de média e desvio
padrdo da densidade mineral 6ssea (BMD) global e de sub-regides do fémur (epifise

proximal, epifise distal e diafise) estdo expostos nas Tabelas 1 - 4.
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Ensaio Mecanico

For¢a Maxima

Foi verificado no teste de forca maxima de fratura do fémur que o alendronado
apresentou maiores valores de forca de fratura em relagdo ao grupo controle, nos

periodos de 20 (p<0.05), 30(p<0.001) e 45 dias(p<0.05) (Figura 10).

Figura 10 - Comparagdo entre grupos quanto aos valores de forca maxima de fratura do

fémur. Valores expressos em Média e desvio padrdo. (*p<0.05;*** p<0.001 - Teste t-ndo

pareado).
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A andlise intragrupos demonstrou que, para o grupo alendronato, os periodos
de 30 e 45 dias apresentaram valores significativamente maiores em comparagao aos
periodos de 5 e 15 dias (p<0.05). No grupo controle ndo foram verificadas diferengas

estatisticamente significantes entre periodos (Figura 11).
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Figura 11 - Média e desvio padrdo dos valores de for¢a maxima de fratura do fémur
para grupos controle e alendronato, nos diferentes periodos de avaliacdo. Letras
diferentes representam diferencas estatisticamente significantes entre periodos para cada

grupo (p<0,05; Anova com teste post-hoc de Tukey).
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Rigidez

Com relagdo a andlise de rigidez dssea, foram verificados maiores valores para o
grupo controle no periodo de 25 dias em relagdo ao grupo alendronato (p<0.05).
Entretanto, aos 45 dias foi verificada uma inversdo nos valores, com o grupo
alendronato apresentando valores de rigidez dssea significativamente maiores em

relacdo ao grupo controle (p<0.05) (Figura 12).
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Figura 12 - Comparagdo entre grupos quanto aos valores de rigidez dssea (N/mm) do

fémur. Valores expressos em Média e desvio padrdo.(*p<0.05;** p<0.01 - Teste t-ndo

pareado).
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Com relagdo a analise intragrupos, foi verificado para o grupo alendronato um

aumento nos valores de rigidez no periodo de 45 dias em relagdo ao periodo de 10 dias

(Figura 13).
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Figura 13 - Média e desvio padrdo dos valores de rigidez ¢ssea (N/mm) do fémur para
grupos controle e alendronato, nos diferentes periodos de avaliagdo. Letras diferentes
representam diferencas estatisticamente significantes entre periodos para cada grupo

(p<0,05; Anova com teste post-hoc de Tukey).
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Tenacidade

Com relagdo a tenacidade foi verificado, na andlise intergrupos, que o grupo
alendronato apresentou maiores valores em relagdo ao grupo controle nos periodos de 10

(p<0.001), 20(p<0.05), 30(p<0.001) e 45 dias (p<0.05) (Figura 14).
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Figura 14 - Comparagdo entre grupos quanto aos valores de tenacidade (J) do

fémur.Valores expressos em Média e desvio padrdo. (*p<0.05;*** p<0.001 - Teste t-ndo

pareado).
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Quanto a andlise intragrupos foi verificado que o grupo controle apresentou um
aumento significante no periodo de 60 dias em relagdo aos periodos de 5 e 15 dias
(p<0.05). Adicionalmente, no grupo alendronato foram verificados valores
significativamente maiores de tenacidade dssea no periodo de 10 dias em relagdo aos
periodos de 5 e 15 dias (p<0.05), assim como nos periodos de 30 e 45 dias em relagdo ao

periodo de 5 dias (Figura 15).
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Figura 15 - Média e desvio padrdo dos valores da tenacidade (J) do fémur para grupos
controle e alendronato, nos diferentes periodos de avaliacdo. Letras diferentes
representam diferencas estatisticamente significantes entre periodos para cada grupo

(p<0,05; Anova com teste post-hoc de Tukey).
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Quanto a resiliéncia Ossea, na analise intergrupos foi verificado, aos 45 dias,
valores estatisticamente superiores no grupo alendronato em relagdo ao grupo controle
(p<0.05). Entretanto, ressalta-se a redugdo aos 60 dias para o grupo alendronato,

enquanto houve um aumento para o grupo controle (Figura 16).
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Figura 16 - Comparagdo entre grupos quanto aos valores de resiliéncia (J) do fémur.
Valores expressos em Média e desvio padrdo. (*p<0.05;*** p<0.001 - Teste t-ndo

pareado).
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A analise intragrupos demonstrou, para o grupo controle, um aumento de valores
de resiliéncia 6ssea no periodo de 60 dias, sendo que os menores valores foram vistos
aos 30 dias (Figura 17). Para o grupo alendronato ndo foram verificadas diferencas

significantes entre os periodos.
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Figura 17 - Média e desvio padrdo dos valores de resiliéncia (J) do fémur para grupos
controle e alendronato, nos diferentes periodos de avaliacdo. Letras diferentes
representam diferencas estatisticamente significantes entre periodos para cada grupo

(p<0,05; Anova com teste post-hoc de Tukey).
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Na comparacgdo intergrupos, dentro de cada periodo de avaliacdo, pode-se
evidenciar que o grupo alendronato apresentou valores de torque de remocdo dos
implantes significativamente maiores em comparagdo ao grupo controle nos periodos de

10 (p<0.05), 15 (p<0.01), 20(p<0.01), 25(p<0.01) e 30 dias (p<0.001) (Figura 18).
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Figura 18 - Comparacio entre grupos para valores de Torque de Remogdo (N/cm?).
Valores expressos em Média e desvio padrdo. (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 - Teste

t-ndo pareado).
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A avaliagdo da influéncia do tempo apos a instalagdo dos implantes sobre o
torque de remogdo, para os grupos controle e alendronato, estd demonstrada na Figura
19. E possivel verificar que para o grupo controle nio houve diferenca significativa até o
periodo de 25 dias, havendo a partir desse periodo um aumento continuo e significante.
Quanto ao grupo alendronato, pode-se verificar que houve um aumento continuo dos
valores de torque, com os primeiros periodos (5 e 10 dias) apresentando os menores
valores, sendo estes estatisticamente diferentes dos demais. A partir de 15 dias até o
periodo de 45 dias os valores aumentam, porém sem diferenca estatisticamente
significante entre eles. Assim como no grupo controle, o periodo de 60 dias do grupo
alendronato apresenta os maiores valores com diferenca estatisticamente significante em

relacdo aos demais.
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Figura 19 - Média e desvio padrio dos valores de Torque de Remogdo (N/cm®) para
grupos controle e alendronato, nos diferentes periodos de avaliagdo. Letras diferentes
representam diferencas estatisticamente significantes entre periodos para cada grupo

(p<0,05; Anova com teste post-hoc de Tukey).
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Analise Histométrica

Contato Osso/Implante (BIC)

A andlise intergrupos, quanto ao %BIC, demonstrou que o grupo alendronato
apresentou valores estatisticamente superiores em relacdo ao grupo controle nos

periodos de 20 (p<0.001), 30 (p<0.05), 45(p<0.05) e 60 dias (p<0.01) (Figura 20).
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Figura 20 - Comparagdo entre grupos quanto ao percentual de contato osso/implante
(%BIC). Valores expressos em Média e desvio padrdo. (*p<0.05;**p<0.01;*** p<0.001

- Teste t-ndo pareado).
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Na andlise intragrupos pode-se constatar que o grupo controle apresentou um
aumento do %BIC estatisticamente significante em rela¢do aos periodos de 5 e 20 dias
(p<0.05). Dentro do grupo alendronato foi verificado um aumento do %BIC em relacdo

aos periodos de 5, 10 e 25 dias (p<0.05) (Figura 21).
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Figura 21 - Média e desvio padrdo do percentual de contato osso/implante (%BIC) para
grupos controle e alendronato, nos diferentes periodos de avaliagdo. Letras diferentes
representam diferencas estatisticamente significantes entre periodos para cada grupo

(p<0,05; Anova com post-hoc teste de Tukey).
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Area entre as roscas ocupada por tecido ésseo (BAFO)

A andlise intergrupos demonstrou que o grupo alendronato apresentou maior
%BAFO em relacdo ao grupo controle nos periodos de 20, 30 e 45 dias (p<0.001)

(Figura 22).
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Figura 22 - Comparacdo entre grupos quanto ao percentual de area entre as roscas do
implante ocupada por tecido dsseo (%BAFO). Valores expressos em Média e desvio

padrdo. (*** p<0.001 - Teste t-ndo pareado).
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Por outro lado, a andlise intragrupos evidenciou para o grupo controle um aumento
estatisticamente significante do %BAFO nos periodos de 45 e 60 dias em relagdo aos
demais periodos (p<0.05), enquanto que no grupo alendronato foi verificado um
aumento no %BAFO nos periodos de 20, 30, 45 e 60 dias em relagdo aos demais

periodos (p<0.05) (Figura 23).
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Figura 23 - Média e desvio padrdo do percentual de area entre as roscas do implante
ocupada por tecido 6sseo (%BAFO) para grupos controle e alendronato, nos diferentes
periodos de avaliacdo. Letras diferentes representam diferengas estatisticamente
significantes entre periodos para cada grupo (p<0,05; Anova com teste post-hoc de

Tukey).
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Andlise do arranjo e distribui¢do do coldgeno

Os cortes relativos aos implantes instalados nas tibias, corados com picrosirius e
analisadas ao microscopio com luz polarizada, mostraram acentuada birrefringéncia do
tecido dsseo. A andlise das areas situadas na terceira rosca dos implantes revelou
diferengas quanto ao arranjo do coldgeno birrefringente entre os grupos (CTL e ALD),

no decorrer dos periodos experimentais.
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Grupo Controle

Aos 5, 10 e 15 dias, trabéculas Osseas irregulares, exibindo feixes de fibras
coldgenas espessos com acentuada birrefringéncia, foram freqiientemente observadas
nas areas proximas aos implantes do grupo CTL; as trabéculas Osseas interconectas
delimitavam amplos espagos. As trabéculas Osseas exibiram feixes de coldgeno
dispostos em camadas paralelas ou circunferéncias; algumas trabéculas 6sseas contendo
fibras colagenas birrefringentes dispostas irregularmente situavam-se entre 0 0SsoO
lamelar (Figura 24 a - c). Aos 20 dias, as trabéculas de osso lamelar estendiam-se, na
maioria das vezes, por toda a 4rea da rosca do implante. Além disso, a partir deste
periodo uma fina camada de feixes de fibras colagenas birrefringentes, foi observada em
intimo contato com a superficie dos implantes, em 57% das roscas analisadas (Figura
24 d). Aos 25 dias, a presenca desta camada birrefringente justaposta aos implantes foi
observada em 70% das areas avaliadas (Figura 25 a). Nos periodos subsequentes, 100%
das areas apresentaram a camada de lamelas paralelas de colageno birrefringente; muitas
destas lamelas estavam em continuidade as lamelas concéntricas de colageno que
preenchiam a por¢do central das roscas dos implantes. Nos periodos de 45 e 60 dias,
lamelas de coldgeno com arranjo concéntrico, de aspecto similar ao do sistema de
Havers, dispunham-se entre as trabéculas ¢sseas contendo lamelas de colageno dispostos

paralelamente (Figura 25 b - d).

Grupo alendronato

Nos periodos iniciais (5, 10 e 15 dias), as trabéculas Osseas finas e pequenas

exibindo colageno birrefringente formavam uma trama com arranjo irregular.
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Frequentemente, delgados feixes de fibras coldgenas birrefringentes estavam situados
entre as trabéculas Osseas irregulares (Figuras 24 e - g). Aos 20 dias, feixes de colageno
birrefringentes com orientacdo irregular estavam distribuidos por toda area da rosca;
ocasionalmente, uma camada birrefringente justaposta a superficie do implante foi
observada (Figura 24 h). No periodo de 25 dias, esta camada birrefringente justaposta a
superficie dos implantes, foi observada em 50% das areas, enquanto que aos 30 dias foi
de aproximadamente 80% das areas analisadas. Neste grupo, esta camada apresentou-se
extremamente fina e descontinua. Nos periodos de 30, 45 e 60 dias, as trabéculas 6sseas
apresentaram colageno birrefringente com arranjo irregular e, freqlientemente, os feixes
de coldgeno apresentaram-se delgados, exibindo, consequentemente, pouca
birrefringéncia (Figuras 25 e - h). Escassas trabéculas exibindo lamelas concéntricas
(semelhante ao sistema de Havers) ou paralelas foram observadas (Figuras 24 e-he 25 ¢

- h).
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Figura 24 - Fotomicrografias de sec¢des dos implantes instalados nas tibias dos grupos
CTL (a, c, e, g) e ALD (b, d, f, g), coradas com picrosirius e analisadas ao microscépio
de luz com filtros de polarizagdo. A area das roscas dos implantes nos animais do grupo
CTL exibem coldgeno organizado em lamelas concéntricas (C) e lamelas paralelas (L),
constituindo as trabéculas dsseas. Nota-se que nos animais do grupo ALD, os feixes de
colageno (FC) birrefringentes apresentam-se dispostos irregularmente. Uma camada
descontinua de coldgeno birrefringente (setas), justaposta a superficie dos implantes, é

vista principalmente a partir de 20 dias. Aumento: 215x.
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Figura 25 - Fotomicrografias de sec¢des dos implantes instalados nas tibias dos grupos
CTL (a, c, e, g) e ALD (b, d, f, g), coradas com picro-sirius e analisadas ao microscopio
de luz com filtros de polariza¢do. No grupo CTL, os feixes de coldgeno apresentam-se
organizados em lamelas concéntricas (C) e paralelas (L) constituindo as trabéculas
Osseas que se estendem por toda a area das roscas dos implantes; a presenca de uma
camada de colageno birrefringente justaposta a superficie dos implantes ¢ evidente no
grupo CTL. Nota-se que no grupo ALD, os feixes de colageno (FC) birrefringentes com
arranjo irregular estdo frouxamente distribuidos; a birrefringéncia ¢ evidentemente
menor no grupo ALD em comparagdo ao grupo CTL. A camada descontinua de
coldgeno birrefringente (setas) justaposta a superficie dos implantes esta evidente no

grupo CTL; no grupo ALD esta camada (setas) apresenta-se delgada. Aumento: 215x.
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Anadlise por Microscopia Eletronica de Varredura e Espectroscopia de

Energia Dispersiva de raios-X - (MEV / EDS)

Percentual de Calcio (% Ca)

Na comparagdo intergrupos, dentro de cada periodo, ndo foram constatadas

diferengas estatisticamente significantes, nos 3 pontos avaliados.

J& na comparagdo entre periodos dentro de cada grupo, os resultados
demonstram, para o ponto 1, a auséncia de diferenca estatisticamente significante, com
aumento a partir de 10 dias e manutencdo dos valores alcancados. Para os demais
pontos, os resultados sdo semelhantes ao ponto 1, mantendo a auséncia de diferenca

estatisticamente significante entre periodos para ambos os grupos (Tabelas 5 - 7).
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Propor¢do Calcio/Fosforo (Ca/P)

A anélise intergrupos demonstrou que, para o ponto 1, o grupo controle apresentou
propor¢ao Calcio/Fosforo (Ca/P) significativamente maior em relagdo ao grupo alendronato,
no periodo de 10 dias. Para os demais pontos ndo houve diferenca estatisticamente significante

entre 0s grupos.

J& na andlise intragrupos, os resultados demonstram a auséncia de diferenca
estatisticamente significante entre periodos, para grupo alendronato, nos trés pontos avaliados.
Para grupo controle foi constatada diferenga estatisticamente significante entre o periodo de 10

dias e demais periodos (Tabelas 8 - 10).
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Mapeamento da mineralizagdo

A andlise descritiva quanto ao mapeamento da mineralizagdo demonstra que no
periodo de 5 dias, o grupo controle apresentou pequena quantidade de tecido ésseo entre
as roscas. J& na regido de osso remanescente observa-se o predominio da cor verde claro
caracteristica de tecido dsseo maduro, com grau de mineralizag¢do intermediario de acordo
com a escala de cor adjacente (Figura 26 a). Para o grupo alendronato, aos 5 dias (Figura
26 b) observa-se também pequena quantidade de tecido dsseo entre as roscas. Entretanto,
0 o0sso remanescente apresenta predominio da coloragdo verde escuro, representando

maior grau de mineraliza¢do em relacdo ao grupo controle no mesmo periodo.

No periodo de 10 dias, observa-se para o grupo controle (Figura 26 ¢) um aumento do
tecido Osseo entre as roscas, embora sem preenchimento total dessas regides; o 0sso
remanescente apresenta predominio da cor verde escuro. O grupo alendronato, nesse
mesmo periodo (Figura 26 d), apresenta também aumento do tecido 6sseo entre as roscas,
embora sem total preenchimento das mesmas. O tecido Osseo remanescente apresenta

predominio da cor verde escuro.

Com relacdo ao grupo controle, no periodo de 15 dias (Figura 26 e), ¢ observado
tecido dsseo entre as roscas com predominio da cor azul escuro, caracteristico de tecido
0sseo pouco mineralizado, sendo também notado espagos vazios. O tecido Osseo
remanescente apresenta predominio da cor verde claro. Para o grupo alendronato, no
mesmo periodo (Figura 26 f), observa-se maior preenchimento dos espagos entre as
roscas, com tecido 6sseo em que predomina a cor verde claro. Para o tecido dsseo

remanescente pode-se verificar o predominio da cor verde escuro.
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Aos 20 dias, observa-se para o grupo controle (Figura 27 g), tecido dsseo entre as roscas
com predominio da cor azul escuro, caracteristica de tecido pouco mineralizado. Para o
tecido Osseo remanescente observa-se predominio da cor verde escuro. O grupo
alendronato, aos 20 dias (Figura 26 h), apresenta maior quantidade de tecido dsseo entre
as roscas, observando-se as cores azul escuro e verde claro, que caracterizam
respectivamente tecido 0sseo novo ainda pouco mineralizado e tecido 6sseo com grau de
mineraliza¢cdo mais avangado. O tecido 6sseo remanescente apresenta predominio da cor

verde escuro.

A imagem representativa do grupo controle no periodo de 25 dias (Figura 27 a),
revela maior preenchimento de tecido dsseo entre as roscas, com presenga de dois
diferentes niveis de mineralizagdo, representados pelas cores azul escuro e verde claro.
Na regido ocupada por tecido 6sseo remanescente sdo observadas as cores azul e verde
escuro. Ja para o grupo alendronato aos 25 dias (Figura 27 b), observa-se espagos entre
as roscas preenchidos por tecido 6sseo com predominio da cor verde claro, havendo
entretanto areas sem preenchimento. Ambas as regides, area entre as roscas € 0SSO

remanescente, apresentam predominio da cor azul clara.

No periodo de 30 dias, para o grupo controle (Figura 27 c), o tecido dsseo entre
as roscas apresenta niveis de mineralizacdo diferentes, representados pelas cores azul
escuro e verde claro, representando maior preenchimento entre roscas com tecido menos
mineralizado. O tecido dsseo remanescente apresenta predominio das cores verde claro e
verde escuro. O grupo alendronato, no mesmo periodo (Figura 27 d), apresenta
praticamente todo espago entre as roscas preenchido por tecido dsseo, representado pela

cor verde claro, 0 mesmo observado na regido ocupada por tecido 6sseo remanescente.
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Aos 45 dias, para o grupo controle (Figura 27 e), € observado tecido 6sseo entre
as roscas também com diferentes niveis de mineralizagdo, representados pelas cores
verde claro e azul escuro, com predominio de verde claro. Na regido ocupada por tecido
0sseo remanescente observa-se o predominio das cores azul escuro e verde escuro. Para
o grupo alendronato no mesmo periodo (Figura 27 f), observa-se tecido dsseo entre as
roscas, com predominio da cor azul escuro, representando osso menos mineralizado. O

0sso remanescente ¢, na maior parte, representado pela cor verde escuro.

Na avaliagdo da imagem representativa do grupo controle aos 60 dias (Figura 27
g), observa-se 0sso entre as roscas nas cores verde claro e azul escuro, embora existam
espacos sem preenchimento dsseo. O tecido Osseo remanescente apresenta niveis de
mineralizacdo diferentes, representados pelas cores azul escuro e verde escuro. Para o
grupo alendronato, aos 60 dias (Figura 27 h), observa-se na 4rea entre as roscas, padrio
semelhante ao controle quanto ao grau de mineraliza¢do, embora algumas areas tenham
maior preenchimento. Na regido ocupada por tecido dsseo remanescente observa-se

predominio da cor verde escuro.



Figura 26 - Mapeamento da mineralizacdo nos periodos de 5, 10, 15 e 20 dias.
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Figura 27 - Mapeamento da mineralizacdo nos periodos de 25, 30, 45 e 60 dias.
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DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito, da administragdo a longo
prazo, do alendronato sobre as caracteristicas biomecanicas, o processo de reparo € a
mineralizagdo do tecido dsseo ao redor de implantes instalados em tibia de ratas. Foi
também analisado, sistemicamente, o impacto da droga sobre a densidade mineral e as

propriedades mecanicas do tecido dsseo.

A escolha do alendronato nesse estudo foi em virtude do amplo uso dessa
medicacdo no tratamento da osteopenia e osteoporose, tanto em homens quanto em
mulheres (Iglesias et al.*®, 2013; Schwarz et al.'® , 2014). O periodo de 4 meses de uso
da droga foi proposto para que houvesse a possibilidade de correlacionar a
administragdo em animais ao uso, a longo prazo, em humanos. De acordo com Quinn’’
(2005), 10,5 dias de vida para ratas ¢ o equivalente a aproximadamente 1 ano para um
humano adulto. Dessa forma, a administragdo por 4 meses, realizada nesse estudo, pode

ser considerada o equivalente a 11,4 anos em humanos adultos.

Os resultados da analise de BMD demonstraram maiores valores para os animais
do grupo ALD em relagdo ao grupo CTL em todos os periodos de avaliacdo, com
exce¢do do periodo de 15 dias. Tais achados corroboram com outros estudos (Ayan et
al.”, 2012; Yildiz et al."** , 2010; Iwamoto et al.** | 2013) que avaliaram o efeito dos
bifosfonatos, tanto em dose Unica quanto a longo prazo, sobre a densidade do tecido
6sseo. Também demonstra a estabilidade dos resultados alcangados com a droga,
confirmando outros achados quanto a manuten¢do da densidade com o uso a longo prazo

(Allen, Burr®, 2011; Odvina et al.*®, 2005). Clinicamente observou-se que as tibias dos
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animais do grupo ALD apresentaram maior resisténcia a fresagem e menor grau de

sangramento, quando comparadas as tibias dos animais do grupo CTL.

Com relagdo a andlise das propriedades mecénicas foi verificado, para forca
maxima e tenacidade, a superioridade do grupo ALD em relacdo ao CTL nos periodos
de 20 a 45 dias. J& com relacdo a rigidez, foram constatados valores superiores para o
grupo CTL em relagdo ao grupo ALD no periodo de 25 dias; entretanto, aos 45 dias
houve uma inversio, com o grupo ALD apresentando maior rigidez em relacdo ao CTL.
A resiliéncia apresentou maiores valores para o grupo ALD, com diferenca
estatisticamente significante, somente aos 45 dias. Entretanto, aos 60 dias observou-se

uma tendéncia para maiores valores no grupo CTL em relag¢do ao grupo ALD.

Os dados relativos as propriedades mecanicas em conjunto demonstraram maior
resisténcia a fratura (forca maxima) e maior capacidade de absor¢do de energia
(tenacidade) no grupo ALD em relagdo ao grupo CTL até o periodo de 45 dias. No
entanto, com relacdo ao potencial de deformacdo elastica (rigidez) do tecido dsseo
submetido a cargas, foi constatado que aos 45 dias o grupo ALD apresentou valores
significativamente maiores, o que poderia comprometer a resisténcia do tecido. Deve-se,
entretanto, chamar a ateng@o para a auséncia de diferenca entre os grupos, quanto aos
parametros mecanicos, aos 60 dias. Particularmente para pardmetros tenacidade e
resiliéncia, houve uma queda de valores no grupo ALD do periodo de 45 para 60 dias,
sendo essa queda significativa para a tenacidade. J& para o grupo CTL houve tendéncia
de alta para valores de resiliéncia, o que levou a aparente igualdade dos grupos para os
parametros citados. Tais achados colocam em diivida os reais beneficios do alendronato

sobre as propriedades mecanicas a longo prazo.

Parece, portanto, haver uma relacdo entre os resultados acima descritos e o
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processo de reparo e ossointegracdo dos implantes instalados nas tibias dos animais. Foi
verificado que o grupo ALD apresentou maiores valores de torque de remocdo dos
implantes, com diferenca estatisticamente significante em relagdo ao grupo CTL nos
periodos entre 10 e 30 dias. Estes resultados estdo em acordo com os achados de estudos
anteriores que avaliaram o efeito da droga sobre o torque de remocdo de implantes em
ratas com osteoporose (Narai, Nagahata’', 2003) e deficiéncia de estrégeno (Giro et

al.*!, 2007).

J4 quanto ao %BIC e %BAFO foram demonstradas diferencas estatisticamente
significantes, com maiores valores para o grupo ALD nos periodos de 20, 30, 45 e¢ 60
dias. Tais resultados estdo de acordo com estudos que avaliaram o efeito da droga sobre
esses parametros, em animais com e sem deficiéncia de estrégeno (Giro et al.*'. 2007;
Giro et al. *°, 2008; Viera-Negron et al.'’, 2008). O efeito positivo do alendronato sobre
os parametros de avaliagdo direta da osseointegragdo (torque de remogdo e histometria)
podem ser explicados pelo mecanismo de acdo da droga. Estudos demonstraram que o
medicamento reduz a reabsor¢do de tecido 6sseo devido a sua agdo de inibigdo da agdo e
da diferenciagdo osteoclastica (Meraw et al.’®, 1999; Pozzi et al.*’ , 2009; Stark,
Boocock'” , 1995) e estimulo a apoptose dessas células (Park et al.*’, 2013). Assim ¢
provavel que, apds a insercdo dos implantes, tenha ocorrido uma menor reabsor¢do do
osso (Toker et al.'"' 2012; Park et al.¥, 2013) ao redor do leito fresado, responsavel
pela estabilidade primaria, mantendo maiores valores de torque de remogéo para o grupo
ALD nos periodos iniciais comparado ao controle. Além disso, no grupo ALD a
formacdo de tecido 6sseo pode ter ocorrido a partir de uma regido mais proxima as
roscas do implante o que pode explicar os maiores valores de %BIC e %BA em periodos
mais tardios sem, necessariamente, ter ocorrido uma maior taxa de formagao de tecido

6sseo nesse grupo (Reinholz et al.”?, 2000; Walter et al.''®, 2010). Entretanto, outra



110

hipotese para o aumento da %BIC e % BAFO ¢ o fato da droga poder atuar sobre celulas
pré-osteoblasticas e osteoblastos, aumentando tanto a quantidade dos mesmos como a
funcdo dessas células (Duque, Rivas?’, 2007; Huja et al. #.2011; Komatsu et al.>®,

2013).

Quando confrontados os resultados de torque de remocdo, %BIC e %BAFO,
observa-se que as diferencas estatisticamente significantes entre os grupos nao
ocorreram, necessariamente, nos mesmos periodos. Nos periodos de 10 e 15 dias o
grupo ALD apresentou valores de torque de remogao significativamente maiores, porém
sem valores estatisticamente superiores de %BIC e %BAFO. O resultado visto aos 10
dias pode ser explicado pelo fato que nado ¢ esperada uma neoformagéo 6ssea expressiva,
nos periodos iniciais, a ponto de alterar significativamente o %BIC e %BAFO (Marco et
al.””, 2005), enquanto o torque de remogdo inicial é altamente dependente do osso
remanescente. Entretanto, a medida em que ocorre o aumento nos periodos de avaliagdo
observa-se a deteccdo de diferencas no %BIC e %BAFO entre os grupos, sendo os
maiores valores pertencentes ao grupo ALD, resultado esse esperado devido aos efeitos
da droga sobre o tecido 6sseo (Viera-Negron et al.''®, 2008). Adicionalmente, deve-se
ter em mente que o torque de remogdo ¢ um teste que leva em consideragcdo a
estabilidade tridimensional da osseointegracdo, enquanto que as andlises de %BIC e
%BAFO avaliam uma regido especifica da interface osso/implante (Faeda et al. **,

2012)

Apesar desses resultados, ndo foram demonstrados maiores valores na propor¢do
Ca/P para o grupo ALD. Deve-se, entretanto, lembrar que a andlise quanto a
constitui¢do mineral foi realizada de forma puntual e que, embora tenha sido realizada

em diferentes pontos, pode ndo refletir a composi¢@o inorganica do tecido 6sseo como
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um todo.

Em fung¢do disso, um mapeamento foi realizado para avaliar a distribuicdo de
dreas com maior ou menor grau de mineralizagdo. Na regido do osso remanescente foi
observado, aos 5 dias, diferenga entre grupos quanto a mineralizacdo em algumas
regides, com maior grau para grupo ALD. Tal achado ¢ compativel com o observado por
muitos autores em relagdo ao potencial da droga em diminuir a reabsor¢do e aumentar a
densidade mineral 6ssea (McLeod et al.”*, 2012). Como previsto, nesse periodo foi
verificada pequena quantidade de tecido dsseo entre as roscas. J& no periodo de 10 dias,
na regido do osso remanescente, observou-se que o grupo CTL apresentou um aumento
de 4reas mais mineralizadas, sendo entretanto menos homogéneo em relagdo ao grupo
ALD, o que estar relacionado a auséncia ou diminui¢do do processo de remodelagdo
6ssea no grupo ALD. Essa observagio estd de acordo com os achados de Russell'®
(2011) e Im et al.¥’ (2004), quanto & capacidade dos BFs em agir no processo de
remodelagio 6ssea e no aumento da densidade mineral desse tecido (McLeod et al.”®,
2012). No periodo de 15 dias foi visto, na regido entre as roscas, um predominio de
tecido Osseo pouco mineralizado, sendo que para o grupo ALD foram observados
poucos espagos vazios entre as roscas, o que sugere maior taxa de formagdo de tecido
6sseo. Segundo Duque, Rivas’ (2007) os BFs podem aumentar nio s6 a
osteoblastogénese, mas também a atividade dos osteoblastos o que justifica tal achado.
Na regido do osso remanescente, pode-se verificar diferenca na cor predominante em
cada grupo. Assim, para o grupo CTL, observou-se um predominio da cor verde claro
com alguns pontos azul escuro, caracteristicos de tecido 0sseo em processo inicial de
mineralizacdo. Esse achado sugere que o processo de remodelacdo dssea esta presente
na regido. Entretanto, no grupo ALD foi observado na regido de osso remanescente o

predominio da cor verde escuro, o que sugere a estagnag¢do do processo de remodelagdo
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6ssea nessa regido, como relatado por Russell'™ (2011).

Aos 20 dias o grupo ALD apresenta tecido 6sseo entre as roscas com grau de
mineralizacdo mais avangado em relacdo ao controle, o que estd de acordo com os
achados de Duque, Rivas >’ (2007), que afirmam que os BFs podem acelerar o processo
de mineralizacdo Ossea. Os resultados do tecido Osseo remanescente nesse periodo
demonstram que o grupo CTL apresentou predominio da cor verde escuro, sugerindo
aumento da mineralizagdo. Entretanto, no grupo ALD a estagnag¢do do processo de
remodelagdo Ossea parece ter sido mantida, uma vez que a regido de 0sso remanescente

continuou com predominio da cor verde escuro.

Um achado importante que pode ser observado no grupo ALD, entre os periodos
de 5 e 20 dias, ¢ a manutencdo do grau de mineralizacio na regido de o0sso
remanescente. Diante dessa observacdo e levando-se em consideragdo que a maior
homogeneidade da mineralizacdo pode favorecer o acumulo e a propagacdo de
microfissuras (Wasserman et al.'*’, 2005; Currey®, 1990), parece razoavel concluir que
até o periodo de 20 dias o tecido Osseo dessa regido pode estar mais propenso a
ocorréncia de danos estruturais resultantes da a¢do de cargas. Além disso, a estagnacgio
da remodelacdo dssea estd associada ao acumulo de microdanos, (Yamagami et al.'®,
2013; Odvina et al.**, 2005; Compston 172011; Shane et al.'”’ 2014) dificultando,
dessa forma, a reparacdo natural do tecido dsseo (Allen, Burr’ , 2007; Mashiba et al.”,

2001). O conjunto desses dados sugere que, até o periodo de 20 dias, o tecido 6sseo

remanescente do grupo ALD apresenta menor capacidade de reparacao.

As imagens representativas do grupo ALD, nos periodos de 25 e 30 dias,
demostram maior homogeneidade da mineralizagido do tecido dsseo em todas as regides

(entre roscas e osso remanescente) quando comparado ao grupo CTL nos mesmos
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periodos. E possivel observar que nesses periodos o grupo ALD apresentou aumento do
grau de mineralizacdo da regido entre roscas em relacdo aos periodos anteriores. No
periodo de 45 dias o grupo ALD apresentou, na regido de tecido 6sseo remanescente,
um aumento do grau de mineralizacdo em relagcdo aos periodos de 25 e 30 dias, com
manuten¢do do padrdo de homogeneidade. Este fato ndo ocorreu no grupo CTL que,
embora tenha apresentado aumento da mineralizagdo em algumas regides, manteve um
padrdo heterogéneo quanto ao grau de mineralizacdo. Essas observagdes corroboram
com os achados de McLeod et al.”* (2012), que afirmam haver um aumento do grau de
mineralizagdo, e dos achados de Wasserman et al.'* (2005) e Currey” (1990) quanto a
ocorréncia de homogeneidade da mineralizacdo do tecido dsseo como consequéncia do

uso de BFs.

Finalmente, aos 60 dias o grupo CTL apresentou manutencdo do grau de
mineralizacdo do tecido dsseo entre as roscas e na regido do osso remanescente em
relacdo ao periodo de 45 dias. O grupo ALD apresentou a mesma tendéncia em relagdo
ao CTL nesse periodo, embora com maior grau de mineraliza¢do no osso remanescente

e maior preenchimento 6sseo em algumas roscas.

O conjunto dos dados obtidos a partir do mapeamento da mineraliza¢do podem

ajudar no entendimento das possiveis causas de falhas de implantes e ocorréncia de

.. 10
osteonecrose. De acordo com Boivin et al.

(2000), uma maior taxa de mineralizagéo,
como observada no grupo ALD, é proveniente da estagnacdo do processo de
remodelagdo dssea, com consequente aumento da mineralizagdo secundaria. Segundo

Subramanian et al.''’

(2012), uma das hipdteses para a perda de implantes, em pacientes
que fazem uso de BFs a longo prazo, pode ser o comprometimento das propriedades

mecanicas do tecido 6sseo. Tal comprometimento pode estar relacionado ao aumento da
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densidade mineral, devido ao fato que o aumento no grau de mineralizag¢do, em relacio
ao maximo normal, sé é possivel com a redu¢do no contetido orgénico do tecido 6sseo

Boivin et al.'’

(2000). Além disso, a estagnacdo do processo de remodelagdo Ossea
diminui a reparagdo natural do tecido 6sseo (Allen, Burr 3 2007; Mashiba et al.”?, 2001),

o que pode explicar a ocorréncia de falhas de implantes e o aparecimento de OMAB.

Como exposto anteriormente, o coldgeno ¢ um dos componentes mais
abundantes do tecido 6sseo, representando de 90 a 98% da matriz organica (Lazarovici
et al.®?, 2010; Marx et al.*?, 2007). Dessa forma, além das analises quanto ao contetido
mineral e grau de mineralizagdo do tecido dsseo ao redor dos implantes, a avaliagdo
quanto ao grau de organiza¢do do colageno teve como principal objetivo verificar os
efeitos do alendronato no arranjo dessas estruturas. Foram constatadas diferencas entre
os grupos, em todos os periodos avaliados, em relacdo a organizagcdo do coldgeno. De
forma geral, o grupo CTL apresentou fibras coldgenas melhor organizadas, com
espessura superior € arranjo mais estruturado em relacdo ao grupo ALD. No grupo ALD,
os feixes de coldgeno apresentaram-se finos e com orientagdo irregular, com trabéculas
Osseas apresentando feixes de coldgeno delgados e irregulares. Esses achados
demonstram que, apesar do efeito da droga sobre a densidade, propriedades mecanicas e
aumento do grau de mineraliza¢do, a constituicdo da matriz coldgena do tecido 6sseo é
prejudicada. Estes achados demonstram que embora haja maior preenchimento das
roscas dos implantes, o tecido ¢sseo formado apresenta qualidade inferior em relacdo ao
animal sem uso da droga. Além disso, a presenca de um grau de mineralizagdo maior,
em relacdo ao maximo normal, apresenta proxima relacdo com a formacdo de uma
matriz organica menos organizada e em menor quantidade (Boivin et al.'’ , 2000). Estes
achados podem interferir diretamente nos processos de reparagdo, de remodelacdo O0ssea

e, consequentemente, na maior ocorréncia de falhas.
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De forma geral, nossos dados demonstraram que a administragdo de alendronato
a longo prazo foi eficaz na promoc¢do do aumento do grau de mineralizagdo e da
manutencdo da estabilidade priméria, além do maior preenchimento das roscas do
implante por tecido dsseo. Apesar disso, os dados de mapeamento da mineralizagdo, até
o periodo de 20 dias, sugerem uma maior vulnerabilidade do tecido 6sseo em suportar
cargas e uma provavel reducdo na capacidade de reparo tecidual do osso remanescente.
Também, apds 30 dias, o ALD promoveu reducdo do torque de remog¢do e aumento da
rigidez, ndo resultando portanto em beneficios adicionais a osseointegracdo dos
implantes. Especificamente com relacdo a rigidez e resiliéncia, os resultados
demonstraram a menor capacidade de deformacgio elastica do osso em animais do grupo
ALD em relagdo ao CTL, nos ultimos periodos, demonstrando que o potencial de
suportar cargas nio foi melhorado com o aumento da densidade dssea (Jamsa et al.”,
2002). Mais do que isso, a avaliacdo da qualidade do tecido dsseo neoformado
demonstrou que o ALD levou a um prejuizo tanto de organizacdo quanto de

caracteristicas estruturais desse tecido.

Cabe ressaltar que estudos tém demonstrado a ocorréncia de osteonecrose nos
maxilares (Marx et al.”’, 2007; Ruggiero et al.”’, 2009) e fraturas atipicas de fémur
(Compston 17.2011; Rosenthal et al.”’, 2014; Giannini et al.>’, 2013; Shane et al.'”’,
2014), associados ao uso de BFs, apesar do aumento da BMD. Isso demonstra que o alto
grau de BMD ndo, necessariamente, ¢ benéfico ao desempenho mecanico ou evita a
19,

ocorréncia de processos patologicos apds procedimentos invasivos (Jacobsen et a

2013; Chadha et al.'*, 2013; Zadik et al.'®, 2012).
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CONCLUSAO

Dentro das limitacdes do estudo, podemos concluir que o uso do alendronato a

longo prazo:

1 — Acelerou o processo de reparacdo dos implantes, apesar do prejuizo quanto a

qualidade do tecido 6sseo neoformado e do limitado beneficio biomecanico;

2— Aumentou o grau de mineralizagdo do tecido dsseo ao redor dos implantes e

do osso remanescente, apesar de levado a homogeneidade da mineralizagéo;

3 — Foi eficaz no aumento da densidade mineral ossea;

4 — Resultou em melhora das propriedades mecanicas do tecido dsseo, embora

esse efeito ndo tenha sido mantido até o final do experimento.

5 — Apesar do uso do alendronato ter acelerado o processo de reparo dos
implantes, a menor organizacdo do colageno apresentada associada a
homogeneidade na mineralizacdo do tecido 0sseo, sugere perda da capacidade de

remodelagdo Ossea frente as demandas funcionais.
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