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“Never forget that intelligence rules the world and ignorance carries the burden. Therefore,
remove yourself as far as possible from ignorance and seek as far as possible to be

intelligent.”

Marcus Garvey, 1987



RESUMO

JOHNSON, B.T. Uso do pirofosfato de calcio incorporado a scaffold de alginato
de sodio na prevencdo da osteonecrose dos maxilares. Analise clinica e
histomorfométrica. Trabalho de Conclusédo de Curso (Graduacdo)— Faculdade de
Odontologia, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Aracatuba, 2025.

A osteonecrose dos 0ssos maxilares teve um crescente aumento de casos relatados
pela literatura, por isso tem tido cada vez mais destaque, bem como o0 uso cada vez
mais recorrente das terapias com os medicamentos Bifosfonatos, que séao utilizados
para o tratamento de pacientes que sofrem de osteoporose ou doencas malignas.
Assim, devido a sua recorréncia, isso gerou a necessidade de que novos trabalhos
sejam produzidos pela comunidade cientifica, onde se tem estudado e delineado
muitos estudos sobre esta doenca, buscando ndo sé o seu tratamento como também
a sua prevencdao. O objetivo deste projeto foi avaliar o efeito do Pirofosfato de Calcio
incorporado a Scaffold de Alginato feitos por Liofilizacao, e também do Scaffold sem
a incorporacdo do Pirofosfato de calcio, como terapia preventiva sobre a OMIM,
durante o processo de reparo alveolar em ratos. Foram utilizados 32 ratos wistar que
foram tratados com 04 aplicacdes de 0,035 mg/kg de &cido zoledrénico (ZOE) por
via caudal com intervalos de 15 dias entre as aplicacfes e posteriormente tiveram
seus molares inferiores esquerdos removidos. Apdés a exodontia, 0s animais
seguiram com o tratamento com ZOE no mesmo protocolo até a eutandsia. Os
animais foram divididos em quatro grupos (n=8) de acordo com o tratamento do
alvéolo dental: GC (Controle— ndo sera aplicado ZOE), GZ (Zoledronato), GPS
(Pirofosfato incorporado a Scaffold), GSA (Scaffolds de Alginato). Foi realizado
analise in vivo, onde 28 dias ap0s o procedimento cirdrgico, aconteceu a eutanasia
dos animais, todas as pecas coletadas, que foram as hemi-mandibulas de todos os
32 ratos. Foi realizada uma andlise clinica, logo apés a eutanasia, e na sequéncia
realizada a andlise de cortes desmineralizados, para a avaliagdo através de: 1)
Analise Histologica e Histomorfométrica (onde as areas de estudo foram avaliadas
na analise quantitativa: area de tecido 0sseo integro, tecidos moles (tecido epitelial,

conjuntivo, vasos sanguineos) e lacunas osseas).

Palavras-chave: Osteonecrose; Pirofosfato de Calcio; Biomaterial; Alvéolo dental.



ABSTRACT

JOHNSON, B.T. Use of calcium pyrophosphate incorporated into sodium
alginate scaffold in the prevention of osteonecrosis of the jaws. Clinical and
histomorphometric analysis. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacédo) —
Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Aracatuba,
2025.

Osteonecrosis of the jaw bones has seen a growing increase in cases reported in
literature, which is why it has been increasingly highlighted, as well as the
increasingly recurrent use of therapies with Bisphosphonate medications, which are
used to treat patients suffering from osteoporosis or malignant diseases. Thus, due to
its recurrence, this has generated the need for new work to be produced by the
scientific community, where many studies have been studied and designed on this
disease, seeking not only its treatment but also its prevention. The objective of this
project was to evaluate the effect of Calcium Pyrophosphate incorporated into
Alginate Scaffold made by Freeze-Drying, and of the Scaffold without the
incorporation of Calcium Pyrophosphate, as preventive therapy on OMIM, during the
alveolar repair process in rats. 32 Wistar rats were utilized and treated with 04
applications of 0.035 mg/kg of zoledronic acid (ZOE) caudally with 15-day intervals
between applications and subsequently had their lower left molars removed. After
extraction, the animals continued with ZOE treatment in the same protocol until
euthanasia. The animals were divided into four groups (n=8) according to the
treatment of the dental socket: GC (Control — ZOE was not applied), GZ
(Zoledronate), GPS (Pyrophosphate incorporated into Scaffold), GSA (Alginate
Scaffolds). In vivo analysis was executed, where 28 days after the surgical
procedure, the animals were euthanized, all organs collected, which were the hemi-
mandible of all 32 rats. A clinical analysis was carried out, immediately after
euthanasia, and subsequently the analysis of demineralized sections was carried out,
for evaluation through: 1) Histological and Histomorphometric Analysis (where the
study areas were evaluated in the quantitative analysis: area of intact bone tissue,

soft tissues (epithelial tissue, connective tissue, blood vessels) and bone gaps).

Keywords: Osteonecrosis; Calcium pyrophosphate; Biomaterial; Tooth socket.
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1 INTRODUCAO

Tem se tornado cada vez mais prevalentes os casos de osteonecrose dos
maxilares induzida por medicamentos (OMIM), desde 2003 tem sido mais relatos.'?
A OMIM pode ter por definicdo como tecido 6sseo exposto na cavidade oral, por um
periodo maior que oito semanas em pacientes tratados com antirreabsortivos,
associados ou ndo a agentes antiangiogénicos e imunomoduladores, sem historico

de radiagédo prévia.®

Bifosfonatos sdo uma classe de antirreabsortivos que sado amplamente
utiizados na prevencdo de fragilidades/fraturas Osseas em pacientes
osteopénicos/osteoporoéticos, no controle de doencas como hipercalcemia, ou na
prevencdo de metastase 6sseas.*>%’ Sua forma de acdo consiste em diminuir a
taxa de remodelamento 6sseo e impedir que 0s osteoclastos realizem a reabsorcao
6ssea e sofram apoptose,®® através da incorporacdo de anédlogos de adenosina
trifosfato (ATP),° ou inibindo a enzima peroxissomal farnesil difosfato (FPPS)
sintase e por consequéncia, blogueando a prenilecdo de GTPase na via do

mevalonato, durante a sintese de colesterol.11

Os bifosfonatos que contém em sua apresentacdo nitrogénio sdo mais
potentes e se acumulam na concentracdo maxima na matriz e nos osteoclastos. O
aumento concomitante da densidade éssea pode resultar em risco aumentado de
desenvolvimento de osteonecrose da mandibula (ONJ), pois 0 microtraumatismo
constante do movimento da mandibula e a falta de remodelamento adequado na
presenca de bifosfonatos podem contribuir para a génese da ONJ. O risco de
desenvolver ONJ aumenta em casos em que 0 paciente toma o medicamento por

um periodo mais longo, especialmente naqueles com bifosfonato intravenoso.?°1?

Os tratamentos propostos para OMIM podem ser de longa duracdo e por
vezes deixar sequelas no paciente ou ainda apresentar insucesso.'® A taxa de
sucesso em tratamentos cirdrgicos € maior quando comparado com 0s tratamentos
realizados somente com antibioticoterapia,’* contudo, o tratamento pode ser
desafiador e afetar adversamente a qualidade de vida do paciente.’®> As terapias
alternativas para tratamento e prevencdo da OMIM tem sido alvo de delineamento

de pesquisas, e os resultados destes estudos vém demonstrando bons resultados.
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Diversas terapias tém sido estudadas, seja no tratamento e ou na prevencao
da OMIM.1617.18 Neste trabalho, destaca-se as ceramicas a base de Beta-tricalcio-
fosfato (B-TCP), que foram capazes de prevenir a formacdo de osso necrotico e
induzir uma maior formacéao de tecido 6sseo.® Acrescenta-se também que além de
altamente biocompativel é possivelmente osteoindutor.?’ O uso de ceramicas a base
de B-TCP (in vitro) reduz a toxicidade para os fibroblastos?!, que sdo células
essenciais no processo de reparo alveolar.?? Estas apresentam pH alcalino que pode
auxiliar no reparo tecidual, uma vez que pH acido pode influenciar na patogénese da
OMIM.% Trabalhos prévios publicados na literatura demonstraram efeitos positivos

na utilizacéo do biomaterial carreado ou nédo para a prevencdo da OMIM.1824.25

Dentre os biomateriais, merece destaque as bioceramicas sintéticas, que sao
livres de proteinas ou outros componentes organicos residuais, possuem minima
reacdo imunoldgica e baixa toxicidade sistémica.?® Nesse grupo, encontram-se 0s
derivados de fosfato de calcio, muito utilizados em aplicacbes médicas por sua
similaridade quimica com a composi¢do inorganica dos tecidos duros e serem

bioativos.?’

Dentre esses derivados tém-se os pirofosfatos de calcio (CPP) obtidos pela
condensacao das estruturas hidrogenofosfatos em ambientes quimicos ricos em
jons PO4+*.28 E considerado o menor polifosfato linear e apresenta trés formas
polimorficas: a, B e Y CPP, obtidas sob alta temperatura de sinterizacdo. A fase
cristalina B-CPP demonstra resposta biologica favoravel para formacédo de novos
tecidos Osseos, bem como a propriedade de biodegradacdo intermediaria a
bioceramicas mais tradicionais (HA e BTCP). Devido a isso e por se tratar de um
material pouco estudado na literatura, torna-se um composto alternativo em

potencial como substituto 6sseo.?®

Em regeneracgéo tecidual o pirofosfato de calcio € um biomaterial com alta
potencialidade de emprego e que atualmente apresenta uma subutilizacdo na area
odontolégica.®® Pode ser considerado uma sobra proveniente do processo de
sintetizagcdo do B-TCP, e como este apresenta também alta biocompatibilidade e
estimula a proliferacdo de células ésseas.®' Contudo, ainda ndo existem estudos
publicados que correlacionem o uso deste biomaterial na prevencéo da OMIM. Neste
sentido, a engenharia de tecidos tem desenvolvido métodos que propiciam um

melhoramento na geometria, porosidade e composi¢cdo desses biomateriais 0 que
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tem os tornado cada vez mais eficientes e promissores, fato comprovado pelo
desenvolvimento deste biomaterial que foi sintetizado e isolado em trabalho prévio

no Instituto de Quimica de Araraquara.®?

No presente estudo também foi utilizado Scaffolds de Alginato feitos por
liofilizacdo, isso se deve a estudos publicados previamente na literatura que
demonstraram as propriedades dos scaffolds de fornecer um substrato adequado
para fixacdo e proliferacéo celular, além de funcdo diferenciada e migracdo celular,
fatores esses que sé@o de grande valia para o tecido 6sseo, ja que também atuam na
regeneracao 0ssea e na cicatrizacao de feridas, isso além de propiciar a entrega de
medicamentos com alta carga e eficiéncia em locais especificos,*3444> que no caso

deste estudo foi utilizado em alvéolos p6s-exodoénticos.

Nos scaffolds foi adicionado o Pirofosfato de Célcio; um estudo de Lee et al,
realizado em calvaria de ratos, evidenciou que essa unido entre scaffold de alginato
com ceramicas a base de fosfato de calcio é favoravel, pois promove uma liberacao
mais lenta de medicamentos, isso devido a macroarquitetura mais porosa dos
scaffolds, e apds a introducdo destes em calvaria de ratos, eles propiciaram uma
boa proliferacdo e diferenciacdo osteogénica, que desencadeou a formacdo de

tecido 6sseo, que fechou quase completamente os defeitos.*

Embora os efeitos do pirofosfato de calcio ainda ndo sdo totalmente
conhecidos, estudos demonstraram que ele é capaz de estimular a neoformacédo
6ssea,® além de induzir diretamente a diferenciacdo das células mesenquimais em
células osteogénicas, melhorando a osteoinducdo, neoformacdo e regeneracao
6sseas.®* Sendo assim, é notavel o ineditismo da utilizacdo do pirofosfato nas areas
cirrgicas, principalmente no que diz respeito & sua aplicacdo no reparo 6sseo

alveolar.

Diante da heterogeneidade dos trabalhos publicados e das diferentes formas
de andlises, faz se necessario o delineamento experimental de um trabalho que
investigue a acdo de novos métodos preventivos, por isso neste estudo se propde o
uso do pirofosfato de célcio incorporado ao scaffold de alginato na prevencdo da
OMIM.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a funcéo do pirofosfato de célcio e dos scaffolds de alginato na prevencédo da
osteonecrose dos maxilares (OMIM) apds exodontia em ratos tratados com acido
zoledrdnico, bem como a atuacao desta terapia no tecido 6sseo, observando através
das analises se havera uma inducdo de neoformacdo, manutencdo da
microarquitetura e qualidade do trabeculado 6sseo e se ocorrera o fechamento da

loja cirdrgica e organizacao do tecido conjuntivo.

2.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar a area de tecido 6sseo neoformado, tecido conjuntivo e possiveis areas de
tecido 0sseo necrético durante o processo de reparo alveolar apds a aplicacdo da

terapia proposta no alvéolo dentario de ratos tratados com acido zoledrénico,

b) Avaliar a area de tecido 6sseo integro, tecidos moles (tecido epitelial, conjuntivo,

vasos sanguineos) e lacunas ésseas.
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3 METODOLOGIA

O presente trabalho foi iniciado apds aprovacao do Comité de ética no uso de
animais — CEUA, da Faculdade de Odontologia de Aracatuba (Processo FOA n°451-
2023) - Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho.”

3.1 Animais

Abaixo segue o esquema de distribuicdo dos animais em grupos de acordo com as

terapias preventivas e analise que foram realizadas (Figura 1).

Figura 1- Fluxograma de distribuicdo dos animais em grupos, de acordo com a

terapia preventiva induzida e andlise dos grupos por cortes desmineralizados.

‘ Grupo Controle (GC)n=28 |

I Grupo Zoledronato (GZ) n =8 I

Grupo Pirofosfato de Calcio Analises
‘ Descalcificadas (Em

incorporado em Scaffold de
Alginato (GSAP) n=8 todos os grupos)

Grupo Scaffolds de Alginato
feitos por Liofiiza¢ao (GSA) n=
8

Fonte: Elaborado pela Autora, 2025

Foram utilizados 32 ratos albinus wistar machos com 3 meses de idade e
peso aproximado de 350-450g. Os animais foram mantidos em biotério proprio da
UNESP com controle da temperatura e luz do ambiente. Os animais foram
alimentados com ragdo e agua ad libitum. Para determinar o poder da amostra foi
considerado um nivel de significancia de 5% (com desvio padrdo de 2%), e com um
poder de teste de 80%, sendo definido alpha como 0,05, e oito ratos por grupos

(n=8) foram necessarios com finalidade de comparar os diferentes grupos.
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3.2 Aplicacao do acido zoledrénico

Todos os animais foram tratados com o0 uso do &cido zoledrdnico
(Zometa®, Novartis Biociéncias SA, Sao Paulo, Brasil), exceto os animais do grupo
GC (Controle).

Seguindo o modelo experimental de Curra et al. (2016)3 foi administrado
04 aplicacbes de 0,035 mg/kg de acido zoledronico (ZOE) dissolvido em 0,1ml de
veiculo (NaCl 0,9%), por animal, através da veia caudal, com intervalos de 15 dias
entre as aplicacdes. Uma semana ap0s a quarta aplicacdo, os animais tiveram seus
molares inferiores esquerdos removidos e o tratamento realizado. Apds a exodontia,
0S animais seguiram com o0 tratamento com a medicacdo, seguindo 0 mesmo

protocolo descrito acima, até o periodo de eutanasia.

3.3 Aplicacéo de soro fisiolégico

Os animais do grupo Controle (GC) receberam a aplicacao de soro fisiol6gico
(NaCl 0,9%) na veia caudal dos animais, a quantidade era de 0,1 ml de soro por
animal, seguindo o mesmo protocolo de aplicacdo do acido zoledrénico, sendo

aplicado uma vez a cada 15 dias, até o periodo de eutanasia.

3.4 Extracao dentéria

Todos o0s animais tiveram seus primeiros molares inferiores esquerdos
extraidos na 72 semana apos o inicio do protocolo de indugcdo de OMIM. O
procedimento cirdrgico foi realizado sob sedacdo com injecéo intramuscular (IM) de
90mg/kg de Cloridrato de ketamina (Vetaset — Fort Dodge Saude Animal Ltda, S&o
Paulo, Brasil), e 10mg/kg de Cloridrato de Xilazina (Dopaser — Laborato6rio Calier do
Brasil Ltda, Sado Paulo, Brasil). Apds sedacéao foi realizada a anti-sepssia com PVPI
degermante e tépico (PVPI 10%, Riodeine, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto,
Brasil), seguido da aposi¢do de campos estéreis. Como complementacdo anestésica
0s animais receberam infiltracdo local de cloridrato de 0.3 ml/Kg mepivacaina
(Scandicaine 2% com adrenalina 1:100.000, Septodont, Franca). Os animais foram

posicionados em decubito dorsal em mesa de operacdo personalizada. A
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sindesmotomia da insercdo gengival foi realizada cuidadosamente por meio de um
descolador delicado (Descolador de Molt 9, Quinelato, Sdo Paulo, Brasil) seguido da
luxacdo e exodontia do dente. Apos a exodontia foi realizado um descolamento dos
tecidos moles da regido que corresponde ao alvéolo do elemento extraido, com
intuito de auxiliar na manutencdo do coagulo e fechamento primario do alvéolo por
tecido mole. Em seguida foi realizada a sutura com fio absorvivel de Poliglactina 910
espessura 4.0 (Vycril 4.0, Ethicon, Johnson Prod., Sdo José dos Campos, Brasil). No
pdés-operatério os animais receberam administracdo IM de 0,1 ml de Pentabiotico
Veterinario (Laboratério Zoetis — industria de produtos veterinarios Ltda), em dose

Unica, imediatamente apds o procedimento cirargico.

3.5 Grupos Experimentais

Apos tratamento com o0 uso do acido zoledrénico (Zometa®, Novartis
Biociéncias SA, Sao Paulo, Brasil) os animais foram divididos aleatoriamente em 4
grupos, de acordo com o tratamento que receberam, tiveram seus primeiros molares

inferiores esquerdos extraidos (seguindo o modelo de Statkievicz et al. 2018)13.

Grupo Controle (GC): Os animais sofreram a exodontia do primeiro molar inferior
esquerdo apdés o tratamento simulacdo de tratamento. Nesse grupo foi aplicado o 0,1
ml de soro fisiolégico (NaCl 0,9%) no mesmo protocolo de aplicagdo dos grupos
experimentais. Nao foi realizado tratamento no alvéolo, apenas foi preenchido por

coagulo sanguineo.

Grupo Zoledronato (GZ): Os animais sofreram a exodontia do primeiro molar
inferior esquerdo apdés o tratamento com acido zoledrénico (Zometa®, Novartis
Biociéncias SA, Séo Paulo, Brasil), porem nenhum outro tratamento foi realizado e o

alvéolo foi preenchido apenas por coagulo sanguineo;

Grupo Pirofosfato de Célcio incorporado em Scaffold de Alginato (GPS): Foi
realizada a exodontia do primeiro molar inferior esquerdo apds o tratamento com
acido zoledronico (Zometa®, Novartis Biociéncias SA, S&o Paulo, Brasil), os animais
tiveram os alvéolos preenchidos por Scaffold de Alginato manufaturados por
liofilizac&o e incorporados pelo biomaterial Pirofosfato de Célcio.
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A inser¢cdo do biomaterial foi feita da seguinte forma: o scaffold com o
biomaterial incorporado foi cortado até se adaptar melhor no alvéolo pés exodéntico,
entdo ele era embebido em soro fisiolégico, e na sequéncia se adicionava mais
biomaterial Pirofosfato de Célcio em p6 ao scaffold, e entdo ele era acomodado no

interior do alvéolo, e suturado na sequéncia.

Grupo Scaffold de Alginato (GSA): Foi realizada a exodontia do primeiro molar
inferior esquerdo apo0s o tratamento com &cido zoledrénico (Zometa®, Novartis
Biociéncias SA, Sao Paulo, Brasil), e os animais tiveram seus alvéolos reenchidos

por Scaffold de Alginato manufaturados por processo de liofilizacao.

A insercéo do scaffold foi feita da seguinte forma: o scaffold foi cortado até se
adaptar melhor no alvéolo pdés exoddntico, entdo ele era embebido em soro
fisiologico, posteriormente era acomodado no interior do alvéolo e suturado na

sequéncia.

Figura 2 - Sequéncia de fotos referentes ao procedimento de extracdo do

primeiro molar inferior do lado esquerdo

Fonte: Elaborado pela Autora, 2025
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Figura 3 - Primeiro molar inferior do lado esquerdo ap06s extracao

(A) Primeiro molar inferior do lado esquerdo apds extracdo (B) Biomaterial pirofosfato de célcio
incorporado em scaffold de Alginato de sédio.
Fonte: Elaborado pela Autora, 2025

3.6 Eutanasia

Nesta metodologia de cortes descalcificados foram empregados 8 animais por
grupo, totalizando 32 animais divididos em 4 grupos, onde todos foram submetidos a
analise de cortes descalcificados. Apds 28 dias da exodontia dos primeiros molares
inferiores do lado esquerdo os animais foram submetidos a eutanasia com dose
excessiva de anestésico, tiopental sodico (150m g/kg) e lidocaina 2% (10 mg/kg). Foi
realizado uma resseccao em bloco da regido alveolar para andlise histologica. O

esquema de trabalho pode ser melhor observado na imagem abaixo (Figura 4).

Figura 4 - Fluxograma do tempo de trabalho do grupo de analise descalcificado

DIAO DIA15 DIA30 DIA45 DIA52 DIA60 DIA75 DIA8O

—— 1]

Exodontia do 12 Eutandsia
molar inferior
esquerdo

A 4 JV

Aplicacdo de Acido Zoledrénico, exceto para o grupo GC (tratado com Soro Fisiolégico)
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3.7 Andlise Clinica

Apos a eutanasia dos animais, as amostras foram coletadas, fotografadas e
classificadas com o objetivo de avaliar a presenca da osteonecrose. As amostras
(figuras 3,4,5) foram acomodas em uma estativa e fotografadas de modo
padronizado com méaquina fotografica Canon io5 com lente EF 100mm /2.8 macro e
flash MR-14EX Il Macro ring light. Foi utilizado dados previamente publicados 37
para guiar a classificacdo da osteonecrose. Foi classificado como Grau 0 = mucosa
curada e nenhum o0sso necrético aparente no local de extracdo, 1 = nenhuma
evidéncia clinica de 0osso necrotico, mas ndo especialistas no local de extragdo, 2=
0SS0 exposto/necrético sem sinais de infeccdo, 3 = 0sso exposto/necrético com
sinais de infeccdo no local de extracdo, 4 = 0sso exposto necrético com infeccao e
0SS0 exposto e necrotico que se estende além a regido do 0sso alveolar. Além disso,
foram analisados fatores como as caracteristicas do fechamento da ferida (normal /
incompleto / atrasado), exposicdo éssea, alteracdes necroticas e presenca de

supuracao e fistulas.

3.8 Andlise Histoldgica Qualitativa e Quantitativa

As mandibulas foram removidas e reduzidas para realizacdo da analise
histolégica dos cortes em parafina. As amostras foram fixadas em formalina
tamponada a 10% (Reagentes Analiticos, Dindmica Odonto-Hospitalar Ltda,
Catanduva, SP — Brasil) por 24 horas e ap06s esta etapa foi iniciado o processo de
descalcificacdo em solucdo de &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e hidréxido
de sodio a 20%.

Apos a descalcificacdo adequada, foi realizada a desidratacdo das pecas
através da sequéncia de alcoois sendo finalizada com o processo de diafanizacdo
com xilol. Na sequéncia as pecas foram submetidas ao processo de embebicdo em
parafina 1, 2, 3 e por fim foram imersas em parafina para inclusdo. Em seguida, a
parafina em excesso foi removida e as pecas seréo instaladas no sentido cervical
(pbstero-anterior) nos tacos de madeira, onde foram realizados cortes sagitais de 5
pum de espessura por meio de microtomo (RM2235, Leica Biosystems Nussloch
GmbH 2017).
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Quatro laminas de cada amostra foram separadas para a coloracdo em
hematoxilina e eosina (HE). As imagens de laminas coradas com HE serdo obtidas
através do microscopio optico (Leica DM4000 B LED, Heerbruggm Switzerland) com
o auxilio de lentes objetivas Carls Zeiss (2.5X0.07, 5X0.12, 10X e 40X0.65)
acoplados uma camera de captacdo de imagem e conectado ao computador
(Configuracéo: Intel Core i5® com sistema operacional Windows 7® e Software para
processamento e analise de imagens (AxioVision 4.9.1®0, Carl Zeiss by Imaging

Associates ltd, Jena, Deutschland).

Foram determinadas areas a serem avaliadas na analise qualitativa: area de
tecido 0sseo integro, tecidos moles (tecido epitelial, conjuntivo, vasos sanguineos) e
lacunas 6sseas, adaptando os critérios usados por metodologia publicada em
trabalho anterior. A analise foi realizada na regido de interesse, que corresponde a
area do alvéolo correspondente ao primeiro molar no sentido anteroposterior.
Denominou-se esta regido, como sendo a regido de interesse devido ao fato de ser o
alvéolo em fase de reparo do primeiro molar inferior esquerdo, e este alvéolo durante
o procedimento de exodontia sofreu um trauma local, que a literatura preconiza ser

uma area de maior propenséo a desenvolver a osteonecrose do maxilar.38



24
4 RESULTADOS

4.1 Analise Clinica

A analise clinica foi realizada logo apés a eutanasia dos animais, foi feita uma
classificacdo visualmente da regido alveolar, onde cada hemi-mandibula de cada
grupo recebeu um score, classificado da seguinte forma: Grau 0 - Mucosa curada e
nenhum 0sso necrotico aparente no local de extracdo; Grau 1 - Nenhuma evidéncia
clinica de osso necrético, mas ndo especificas no local de extracdo; Grau 2 - Osso
exposto/necrético sem sinais de infeccdo; Grau 3 - Osso exposto/necrético com
sinais de infeccdo no local de extracdo; Grau 4 - Osso exposto/necrético com
infeccdo e 0sso exposto/necrético que se estende além a regido do o0sso alveolar.
Na sequéncia, vem os gréficos que representam os resultados obtidos em cada

grupo experimental.

A partir dos dados resultantes, pode-se observar que o grupo soro, foi o que
apresentou a regido alveolar com menores taxas de 0sso necroético, entretanto, 0s
grupos ZOL, GPS e GSA apresentaram maiores taxas de tecido mucoso nao

reparado e a presenca de 0Sso exposto

Figura 5- Fotos Clinicas representativas dos grupos experimentais

Fonte: Elaborado pela Autora, 2025
A) Analise clinica grupo controle B) Analise clinica grupo ZOL C) Analise clinica grupo GPS D)
Andlise clinica grupo GSA
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Figura 6 - Graficos representativos da classificagdo dos scores obtidos em

cada grupo experimental

Grupo Controle
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Fonte: Elaborado pela Autora, 2025
(a) grupo controle (b) grupo ZOL (c) grupo GPS (d) grupo GSA
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4.2 Estudo Experimental In Vivo (Tecidos Desmineralizados)

Figura 7 — Fotomicrografias representativas do grupo ZOL

Fonte: Elaborado pela Autora, 2025
(A) Regiao de alvéolo distal do primeiro molar inferior, aumento de 2,5x (B) Tecido conjuntivo,
aumento de 10x (C) Tecido 6sseo da regido apical, aumento de 10x (D) crista alveolar da regido
cervical, aumento de 20x, (E) tecido conjuntivo, aumento de 20x (F) Tecido 6sseo da regido apical,
aumento de 20x
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Figura 8 — Fotomicrografias representativas do grupo GPS

Fonte: Elaborado pela Autora, 2025
(A) Regido de alvéolo distal do primeiro molar inferior, aumento de 2,5x (B) Tecido conjuntivo,
aumento de 10x (C) Tecido 6sseo da regido apical, aumento de 10x (D) crista alveolar da regido
cervical, aumento de 20x, (E) tecido conjuntivo, aumento de 20x (F) Tecido 6sseo da regido apical,
aumento de 20x

Figura 9 — Fotomicrografias representativas do grupo GSA
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Fonte: Elaborado pela Autora, 2025
(A) Regido de alvéolo distal do primeiro molar inferior, aumento de 2,5x (B) Tecido conjuntivo,
aumento de 10x (C) Tecido 6sseo da regido apical, aumento de 10x (D) crista alveolar da regido
cervical, aumento de 20x, (E) tecido conjuntivo, aumento de 20x (F) Tecido 6sseo da regido apical,
aumento de 20x

Figura 10: Fotomicrografias representativas do grupo GSA

Fonte: Elaborado pela Autora, 2025
(A) Regido de alvéolo distal do primeiro molar inferior, aumento de 2,5x (B) Alvéolo com a presenca
de scaffold de alginato ndo reabsorvido, aumento de 10x (C) Tecido 6sseo da regido apical, aumento
de 10x (D) crista alveolar da regido cervical, aumento de 20x, (E) scaffold de alginato néo
reabsorvido, aumento de 20x (F) Tecido 6sseo da regido apical, aumento de 20x

4.3 Analise Histologica Qualitativa

A andlise histolégica foi realizada na regido de interesse (alvéolo distal do
primeiro molar inferior), baseado nos critérios estabelecidos por Ervolino et al.,
(2019)18, avaliando os seguintes critérios: 1) intensidade da resposta inflamatdria, 2)
extensdo da resposta inflamatoria, 3) estrutura e padrbes celulares do epitélio, 4)
estrutura e padrdes celulares do tecido conjuntivo e 5) estrutura e padrdes celulares
do tecido 6sseo, para o tempo pos-operatério de 28 dias. Deste modo, as tabelas a
seguir descreveram o0s scores da analise histopatoldgica, de acordo com resposta
inflamatéria (Tabela 1) e padrdo de estrutura de tecidos (Tabela 2), frente a cada

tratamento preventivo proposto.
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Tabela 1 - Parametros, scores e distribuicdo das amostras de acordo com a
analise histopatolégica do nivel de inflamacdo tecidual no periodo pos-

operatério de 28 dias.

ANALISE HISTOPATOLOGICA: NIVEL DE INFLAMACAO DO TECIDO

) GRUPOS
PARAMETROS E RESPECTIVOS SCORES EXPERIMENTAIS

GZOL | GPS GSA
(n=6) | (n=6) (n=6)

INTENSIDADE DA RESPOSTA INFLAMATORIA LOCAL

(1) auséncia de inflamacéo 4 5 5

(2) quantidade leve de inflamacao 2 1 1

(3) quantidade moderada de inflamacao -

(4) quantidade severa de inflamacéo -

Mediana 1 1 1
EXTENSAO DA INFLAMACAO

(1) auséncia de inflamacéo 4 5 5

(2) extensdo parcial do tecido conjuntivo 2 1 1

(3) extensdo total do tecido conjuntivo, sem alcancar o
tecido 6sseo -

(4) extensdo total do tecido conjuntivo e tecido 6sseo -

Mediana 1 1 1

Fonte: Elaborado pela Autora, 2025
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Tabela 2 — Parametros, scores e distribuicdo das amostras de acordo com a
analise histopatoldégica do padrdo de estrutura dos tecidos no periodo pos-

operatério de 28 dias

ANALISE HISTOPATOLOGICA: PADRAO DE ESTRUTURA DOS TECIDOS

PARAMETROS E RESPECTIVOS SCORES GRUPOS EXPERIMENTAIS

GZOL | GPS | GSA
(n=6) | (n=6) | (n=6)

PADROES CELULARES E ESTRUTURA DO TECIDO EPITELIAL

(1) tecido epitelial com espessura moderada recuperando
completamente o local da extracdo 1 - -

(2) tecido epitelial com espessura fina recuperando
completamente o local da extracdo - - -

(3) fina camada de tecido epitelial apenas nas bordas da ferida

cirirgica aberta 2 1 5
(4) auséncia de tecido epitelial na ferida cirdrgica aberta 3 5 1
Mediana 4 4 3

PADROES CELULARES E ESTRUTURA DO TECIDO CONJUNTIVO

(1) quantidade moderada de fibroblasto e grande quantidade de
fibras colagenas 2 1 -

(2) quantidade moderada de fibroblasto e de fibras colagenas 2 1 3

(3) pequena quantidade de fibroblastos e fibras colagenas - - -

N
w

(4) desorganizacéo severa do tecido, com &reas de necrose 2

Mediana 2 4 2

PADROES CELULARES E ESTRUTURA DO TECIDO OSSEO

(1) auséncia de osso ndo vital nas adjacéncias do local da
extracdo e 0sso trabecular preenchendo mais da metade do
alvéolo dentario - - -

(2) auséncia de osso ndo vital nas adjacéncias do local da
extracdo e 0sso trabecular preenchendo menos da metade do
alvéolo dentario - - -

(3) presenca de muitas areas com 0sso ndo vital nas
adjacéncias do local da extracdo e 0sso trabecular preenchendo
menos de um terco do alvéolo dentério 4 2 3

(4) presenca de muitas areas com 0sso ndo vital na adjacéncia
do local da extracdo e osso trabecular preenchendo menos de
um terco do alvéolo dentario 2 4 3

Mediana 3 4 3

Fonte: Elaborado pela Autora, 2025



31

As fotomicrografias foram realizadas na regido de alvéolo distal do primeiro
molar inferior esquerdo, e as fotos em maiores aumentos também correspondem a
esta respectiva regido. Onde consegue se observar com clareza o dente adjacente,
que corresponde ao segundo molar inferior esquerdo, o alvéolo preenchido por
tecido conjuntivo frouxo, osso peri-alveolar, e o tecido epitelial descontinuado em

alguns casos ou a sua auséncia.

A partir da andlise histologica, pode ser observado a dificuldade de
epitelizacdo que ocorreu para recobrir a regido alveolar. Também pode ser notado a
manutencdo do o0sso alveolar, entretanto, revelou-se a presenca de um 0Sso nao
vital nos tercos cervical e médio, e a formacdo de um tecido conjuntivo frouxo no
terco apical do alvéolo, tendo isto ocorrido em todos 0s grupos deste estudo. Nao
houve evidencias de alvéolos que tenham sido preenchidos por células ésseas,
apenas notou-se a presenca de células 6sseas vitais no terco apical, indicando a

vitalidade presente nesta regido.

Grupo ZOL

No grupo ZOL observa-se no terco apical a formacdo de um tecido conjuntivo
frouxo, organizado, com auséncia de células inflamatérias, numerosos vasos
sanguineos (seta vermelha). Nota-se descontinuidade de tecido epitelial recobrindo
o alvéolo (linha tracejada azul). Em relacao ao tecido ésseo, tem a presenca de 0Sso
nao vital nos tercos cervical e médio (circulo tracejado preto), no terco apical ha
presenca de tecido Osseo vital em formagdo substituindo o tecido conjuntivo

(hashtag verde).
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Figura 11 — Fotomicrografias representativas do grupo ZOL

e e

Fonte: Elaborado pela Autora, 2025
(A) Regido de alvéolo distal do primeiro molar inferior, aumento de 2,5x (B) Tecido conjuntivo,
aumento de 10x.

Grupo GPS

Neste grupo foi possivel observar a presenca de tecido conjuntivo organizado
no terco apical do alvéolo com auséncia de infiltrado inflamatorio, presenca de
estruturas indicativas de remanescentes do biomaterial pirofosfato de calcio
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incorporado aos scaffolds de alginato e discretos vasos sanguineos na regiao (seta
vermelha). Os tercos cervical e médio apresentaram espaco vazio com a auséncia
de tecido epitelial recobrindo o alvéolo (linha tracejada azul). No tecido 0sseo,
observa-se a presenca de um o0sso nao vital (lacunas vazias) no terco cervical e
médio (circulo tracejado preto), fragmento 0Osseo solto em terco apical sem
vitalidade, sugestivo de sequestro Osseo (seta preta). No entanto, houve
neoformacéo O0ssea (0sso vital) nas areas circundantes do terco apical com lamelas

espessas (hashtag verde).
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Figura 12 — Fotomicrografias representativas do grupo GPS

Fonte: Elaborado pela Autora, 2025

(A) Regidao de alvéolo distal do primeiro molar inferior, aumento de 2,5x (B) Tecido conjuntivo,
aumento de 10x.

Grupo GSA

Observa-se a presenca de um tecido conjuntivo organizado no terco apical com
infiltrado inflamatorio leve a moderado (asterisco amarelo) e quantidade relativa de

vasos sanguineos presentes na regido (setas vermelhas). Nota-se
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descontinuidade/auséncia de epitélio recobrindo o alvéolo (linha tracejada azul). Em
relacdo ao tecido 4sseo, ha sugestdo de neoformacdo 6ssea e presenca de 0SSO
vital restrita ao terco apical (hashtag verde) e partes do terco médio, enquanto todo o
terco cervical apresenta lacunas de ostedcitos vazias (sem nucleo), que o
caracterizam como 0sso néo vital (circulo tracejado preto), ndo houve presenca de

infiltrados inflamatdrios no tecido 6sseo.

Figura 13 — Fotomicrografias representativas do grupo GSA

Fonte: Elaborado pela Autora, 2025
(A) Regiao de alvéolo distal do primeiro molar inferior, aumento de 2,5x (B) Tecido conjuntivo,
aumento de 10x.
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4,4 Anélise Histométrica

Em relacdo ao nivel de tecido 6sseo neoformado (NBA), analisado através de
programa Sigma Plot, com o valor de (P = 0,031), o grupo ZOL apresentou de area
de tecido 6sseo 0,0584% com Desvio Padrdo (DP) de 0,0824, o grupo GPS com
0,223% (DP de 0,125), e o grupo GSA 0,103% (DP de 0,141). Houve diferenca
estatistica apenas entre os grupos ZOL e GPS (P= 0,0289), que foi o grupo que

apresentou 0os maiores valores, quando comparado aos demais grupos.

Figura 14 — Gréfico da Area de neoformacéo 6ssea (NBA)
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Fonte: Elaborado pela Autora, 2025

O tecido conjuntivo (LCT) esteve presente em todos 0s grupos experimentais (P =
0,097), o que apresentou os maiores niveis de LCT, foi o grupo ZOL com 0,611%
(DP de 0,546), o grupo GSA veio na sequéncia com 0,508% (DP de 0,314), e GPS

com as menores taxas 0,263% (DP de 0,263), ndo houve diferenca estatistica
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significativa entre os grupos. Também foi avaliada a dindmica do tecido 0sseo,
considerando areas de tecido 0sseo nao vital, sequestro 6sseo e residuos de
Scaffolds de Alginato de soédio também foram encontrados histologicamente,

presentes do interior de poucos alvéolos. (Gréafico 16).

Figura 15- Gréafico Area de Tecido conjuntivo
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Fonte: Elaborado pela Autora, 2025
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Figura 16- Gréafico da Dinamica Ossea
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Figura 17 — Gréafico Dinamica Ossea
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5 DISCUSSAO

Com este estudo, se esperava que a incorporacao de pirofosfato de célcio em
scaffold de alginato de sodio fosse capaz de promover a reparacao alveolar em ratos
submetidos ao tratamento com acido zoledrdnico, resultando em neoformacao 6ssea
na regiao alveolar e impedindo o acontecimento da OMIM. Apesar da OMIM ser
menos evidente nos grupos GPS e GSA, em comparac¢ao ao grupo ZOL, nos dois
primeiros grupos também néao se observou o fechamento total do alvéolo por tecido

0sseo, 0 que indica um consideravel atraso no processo de reparacédo alveolar.

Pesquisas prévias conduzidas pelo grupo de estudo, seguindo a mesma
abordagem metodoldgica evidenciaram beneficios do biomaterial composto por beta-
tricalcio-fosfato em alvéolos de animais tratados com acido zoledrénico, evitando a
ocorréncia da OMIM!8, Embora o pirofosfato de calcio apresente uma acdo
semelhante aos bisfosfonatos, o que pode parecer um contrassenso para a sua
aplicacdo na prevencédo de OMIM, estudos cientificos sugerem que este biomaterial
pode proporcionar vantagens, sendo elas: favorece a neoformacéo éssea, promove
diretamente a diferenciacdo de células mesenquimais em osteogénicas,
aprimorando assim 0s processos de regeneracdo, osteoinducdo e neoformacéo

Ossea 33,

7z

O mecanismo de acdo dos bisfosfonatos € agir diretamente no turnover
6sseo, inibindo a diferenciacdo de células osteoclasticas*®, sendo um efeito
confirmado neste estudo, no qual o grupo ZOL exibiu um atraso significativo no
processo de reparacdo alveolar em decorréncia das interferéncias diretas e
negativas na homeostasia 0ssea. Foi igualmente notado este atraso nos grupos
GPS e GSA, particularmente nas areas cervical e média, onde observou-se um
tecido 0sseo sem vitalidade, devido a presenca de células O0sseas anucleadas,
particularmente na regido de crista alveolar. Ja existem provas que comprovam
impactos adversos dessa medicacdo também nos osteoblastos*l. Neste estudo, a
indugédo da OMIM, por meio do modelo experimental sugerido demonstrou eficacia,
conforme os resultados alcancados, particularmente no grupo ZOL, que exibiu osso
sem vitalidade durante o processo de reparacdo alveolar, além de areas de
sequestro 0sseo. Resultados parecidos foram relatados em pesquisa anterior

publicada®®.
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Nesta pesquisa, a andlise histoldgica qualitativa revelou que os grupos GPS,
ZOL e GSA nao apresentaram fechamento primario do alvéolo apds 28 dias de
reparo alveolar, com excec¢des raras, nas quais o alvéolo era recoberto por uma fina
camada de epitélio. Esta auséncia foi mais notavel no grupo ZOL, onde todas as
amostras exibiram um epitélio sem continuidade. Este fenbmeno pode ser explicado
pela significativa citotoxicidade dos bifosfonatos sobre os fibroblastos, células
cruciais para o reparo alveolar, o qual depende dos fibroblastos oriundos do
ligamento periodontal. Observaram-se resultados similares em estudo in vitro com
culturas de células®?. Clinicamente, a deficiéncia na reparacdo alveolar foi
evidenciada pela presenca de tecido 6sseo exposto, indicando obstaculos para o
fechamento adequado do alvéolo e a completa recuperacdo tecidual da area,

particularmente no grupo ZOL.

Ao analisar a resposta inflamatéria nos grupos ZOL, GPS e GSA, uma
diminuicdo de células inflamatdrias foi notada na area, sendo quase inexistentes em
alguns animais analisados. Vale salientar a importancia da resposta inflamatoria
para o reparo alveolar, especialmente durante a etapa exsudativa. Contudo, no
nosso estudo, o periodo de analise foi de 28 dias pos-operatorios, ultrapassando
consideravelmente a fase exsudativa nos alvéolos de ratos®. Outra pesquisa indica
gue, quando ocorre uma pré-estimulacdo inflamatéria no local, pode haver uma
inflamacéo, intensificando problema pré-existente?4. Esse impacto nao foi detectado
no grupo GPS em nosso estudo, pois o pirofosfato de calcio ndo causou inflamacgéo

na area, o que pode acontecer devido a sua biocompatibilidade.

A analise histologica dos grupos GPS e GSA revelou a formagéo de tecido
conjuntivo na &rea apical do alvéolo, marcada pela presenca de discretos vasos
sanguineos, fibroblastos e fibras de colageno. O pirofosfato de célcio ao modular a
reparacao alveolar ndo induziu a formacéo de tecido 6sseo no interior do alvéolo, o
gue pode ser decorrente da sua reabsorcdo ser mais rapida em comparacdo ao
beta-tricalcio-fosfato. Essa propriedade pode ter restringido o tempo necessario para
gue o material induzisse osteoconducdo, neoformacdo déssea e reparacdo alveolar

em ratos submetidos ao tratamento com acido zoledrénico.

Deve-se destacar que o grupo GPS evidenciou vestigios do biomaterial
pirofosfato de célcio (figura 12) enquanto um animal do grupo GSA (figura 10) exibiu
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um scaffold de alginato ndo absorvido no interior do alvéolo. Uma observacéo similar

foi notada em uma pesquisa anterior publicada*®.

Em conclusao, salienta-se o carater inovador deste estudo, que é o primeiro a
analisar o reparo 0sseo alveolar com pirofosfato de calcio em animais tratados com
acido zoledrénico. Entretanto, o tempo de avaliacdo de 28 dias deste estudo limita a
compreensao do efeito do biomaterial nas fases iniciais do reparo alveolar, como nos
periodos de 7 e 14 dias. Mesmo com essas limitagfes, esta pesquisa destacou 0s
efeitos do pirofosfato de calcio no reparo alveolar em ratos tratados com &cido

zoledrdnico, considerando aspectos clinicos e histologicos.

6 CONCLUSAO

A partir dos dados resultantes, conclui-se que o protocolo medicamentoso
proposto foi capaz de induzir a OMIM, e as terapias preventivas ndo se mostraram
eficazes para induzir neoformacédo 6ssea e modular o reparo alveolar em ratos

tratados com acido zoledronico.
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