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Rosa J.A. Estudo da reparacdo 6ssea em fémures de ratas sob a acéo
local do residronato de sodio [dissertacdo]. Sao José dos Campos:
Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos, UNESP - Univ
Estadual Paulista; 2011.

RESUMO

Esta pesquisa avaliou o efeito do uso local do residronato de sodio, em
diferentes concentragbes molares, no processo de reparacédo de defeitos
0sseos em fémures de ratas. Foi confeccionado no fémur de 60 ratas um
defeito 6sseo medindo 2,5 mm de didmetro. Estes animais foram divididos
em grupos: controle (C), amido (Am), residronato 0,25 mol (Res 0,25),
residronato 0,5 mol (Res 0,50), residronato 0,75 mol (Res 0,75) e
residronato 1 mol (Res 1), de acordo com o material de preenchimento
utilizado. Nos animais do grupo controle o defeito ficou preenchido
apenas pelo coagulo. Os animais foram eutanasiados aos sete e 21 dias,
e o fémur foi removido, fixado e descalcificado, para a confecgédo de
laminas histologicas. Foram realizadas analises histologica e
histomorfométrica, e os dados obtidos foram submetidos a anélise
estatistica ANOVA. Histologicamente, as principais diferencas ocorreram
apos 21 dias. Os grupos C e Am apresentaram fechamento em extensao
do defeito 6sseo em todos os espécimes e a maioria dos animais dos
grupos tratados com residronato em diferentes concentracdes molares
ndo exibiu neoformacdo Ossea na regido central do defeito,
permanecendo este preenchido por tecido conjuntivo. Nos periodos de
sete e 21 dias ndo houve diferenca estatistica significante entre os grupos
C e Am em relacdo a neoformacédo 6ssea. Estatisticamente, ndo houve
diferenca entre os grupos Res 0,25; Res 0,50; Res 0,75 e Res 1 no
periodo de sete dias. Ja no periodo de 21 dias o grupo Res 0,25
apresentou a maior média, mas nao diferiu estatisticamente do grupo Res
0,75. Concluiu-se que o residronato de sodio em todas as concentracdes
molares, prejudicou a reparacdo 0ssea nesse modelo experimental. No
entanto, foi observada uma neoformagdo O&ssea extra-cortical
subperiosteal nos grupos que receberam residronato.

PALAVRAS-CHAVE: Regeneracao 0ssea; 0sso; bifosfonatos; residronato.



Rosa J.A. Bone repair in rats femurs under local action of the sodium
residronate [dissertation]. Sdo José dos Campos: School of Dentistry of
Sao José dos Campos, UNESP - Univ Estadual Paulista; 2011.

ABSTRACT

This work evaluated the action of sodium residronate, in different molars
concentrations, in the repair of bone defects in femurs of rats. A bone
defect measuring 2,5 mm in diameter was made in the femur of 60 rats.
These animals were divided in groups: control (C), starch (Am),
residronate 0,25 mol (Res 0,25), residronate 0,50 mol (Res 0,50),
residronate 0,75 mol (Res 0,75), residronate 1 mol (Res 1), in accordance
with the material of fill used. In the animals of the control group, the defect
was just filled by the clot originating from the defect. The animals were
euthanized at seven and 21 days, when the femur was removed, fixed and
decalcified, to make histologicals laminae. Histological and
histomorphometric analyses were performed and the results obtained
were submitted to statistical analysis ANOVA. Histologically, the principal
differences occurred after 21 days. The groups C and Am, showed an
extension closure of bone defect in every specimen and most animals in
groups treated with residronate in different molar concentrations did not
show bone neoformation in the central region of the bone defects, which
remained filled with connective tissue. After seven and 21 days, there was
no significant statistical difference among groups C and Am in relation to
bone neoformation. Statistically, there were no differences among the
groups Res 0,25; Res 0,50; Res 0,75 e Res 1 in the period of seven days.
In the period of 21 days, the group Res 0,25 had the highest average, but
did not differ statistically from the Res 0,75. It was concluded that the
sodium residronate in all the molar concentrations, harmed the bone repair
in this experimental model. However, there was an extracortical
subperiosteal bone neoformation in groups receiving residronate.

Keywords: Bisphosphonates; residronate; bone regeneration; bone.



1 INTRODUCAO

O interesse pelo processo de reparacdo Ossea €
crescente, nas diversas areas médicas e odontoldgicas. Varias pesquisas
sédo realizadas com o intuito de descobrir materiais ou farmacos que
acelerem este processo e que induzam a formacdo de tecido ésseo,
principalmente em determinadas enfermidades onde este processo €
prejudicado (Oliveira et al., 2004; Jaime et al., 2005; Pereira Alves et al.,
2009; Plotkin et al., 2010).

Os bisfosfonatos sédo farmacos amplamente utilizados
para tratamentos de doencas que apresentam alteragcdes no metabolismo
0sseo. Eles tém a caracteristica de inibir a reabsor¢cdo 0ssea atraves da
inativacdo da atividade osteoclastica e inducdo dos osteoclastos a
apoptose (Kwak et al., 2009). Aléem dessa conhecida propriedade
antirreabsortiva dos bisfosfonatos estudos tem demonstrado que eles
aumentam a proliferacdo e diferenciacdo de osteoblastos e regulam a
expressdo de genes envolvidos no metabolismo ésseo, e que este fato
pode estar relacionado a um efeito anabdlico neste tecido (Zhou et al.,
2011; Wang, Stern, 2011).

O residronato € considerado um dos mais potentes entre
os bisfosfonatos orais disponiveis no mercado (Szejnfeld, 2000; Russell,
2007). Estudos com residronato demonstraram potente atividade anti-
osteoclastica, com aumento da massa 6ssea de modo dose-dependente
(lwata et al., 2006). O residronato ndo s6 diminui a perda 6éssea como
também aumenta a taxa de mineralizacdo éssea, entretanto, interfere na
taxa de remodelacdo do calo 6sseo atrasando a substituicdo do 0sso

primario por osso lamelar (Senra, 2009).
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Os bisfosfonatos vém sendo empregado na odontologia
no intuito de inibir a reabsor¢cdo 6ssea apos cirurgias com execucdo de
retalno mucoperiosteal, como auxiliar no tratamento das periodontites e
ainda associados aos materiais de implantes dentarios. Esses casos
demonstram que a administracdo local também é eficaz (Meraw et al.,
1999; Yaffe et al., 2000; Shibata et al., 2004; Komatsu et al., 2008).

Alguns estudos realizados no sentido de utilizar
localmente o alendronato sodico, em defeitos 6sseos em fémures de
ratos, concluiram que o alendronato sédico interfere negativamente na
reparacao 0ssea (Fernandes 2005; Canettieri et al., 2009). Entretanto, em
um estudo utilizando residronato de sédio na consolidacdo de fraturas
concluiu-se que o residronato exerceu influéncia positiva no processo de
consolidacéao de fraturas em ratos, aumentou a densidade mineral éssea
e ocasionou a formacado de tecido 6sseo maduro e de melhor qualidade
(Oliveira et al., 2004).

Devido ao fato de existrem na literatura indmeros
trabalhos que descrevem que os efeitos dos bisfosfonatos no tecido
0sseo sdo dose dependente (Reinholz et al., 2000; Plotkin et al., 2006;
Corrado et al., 2010; Wang, Stern, 2011), e variam conforme as
diferencas na estrutura molecular entre os membros desta classe de
drogas (Russell, 2007), acreditamos ser importante continuarmos a
estudar a acao local dos bisfosfonatos, em especial do residronato de
sédio, em diferentes concentragdes molares, no reparo de defeitos

6sseos em ratas.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Reparo 6sseo

O tecido 0sseo apresenta uma excelente capacidade de
reparacdo, ele € capaz de se regenerar completamente sem que seja
observada qualquer cicatriz (Buser, 1994; Schenk, 1996).

O processo de reparo 6sseo pode ser morfologicamente
dividido em trés fases: exsudativa, caracterizada pela formacdo de
coagulo de fibrina; proliferativa marcada pela proliferacdo fibroblastica e
capilar; e reparadora, com sintese de colageno e mineralizacdo da matriz
extracelular (Curvéllo et al., 2008). Em iniUmeras situagdes, o tecido ésseo
€ capaz de se restabelecer. Entretanto, falhas de vascularizacdo e
instabilidade mecanica podem influenciar na extensdo, na velocidade e na
gualidade do reparo, dificultando ou até mesmo impedindo o reparo 6sseo
adequado (Pinheiro, Gerbi, 2006).

Apés todo o processo de formacao e remodelagédo 6ssea,
os tecidos assumirdo o aspecto morfolégico que tinham antes da leséo,
ou seja, de tecido 6sseo esponjoso ou cortical compacto. O processo de
remodelacdo Ossea € caracterizado por remover o tecido 0sseo
danificado e substitui-lo por 0sso novo mantendo a integridade tecidual
(Trownbridge, Emling, 1996; Junqueira, Carneiro, 2004).

A remodelacédo 0ssea € um processo ciclico que envolve
reabsorcao e formacao do 0sso assim como sua mineralizacdo (Rang e t
al., 2004). As células responsaveis por este processo sdo 0s osteclastos e
0s osteoblastos, respectivamente. Agindo em conjunto, formam a unidade

multicelular basica (BMU). Os osteoblastos sdo responsaveis pela sintese
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de colageno e de outras proteinas constituintes da matriz 6ssea e
também concentram fosfato e célcio, participando da mineralizacdo da
matriz. Além disso, eles controlam a diferenciacdo dos osteoclastos
durante o contato intercelular (Boyle et al., 2003; Rang et al., 2004;
Junqueira, Carneiro, 2004). Para que uma mineralizacdo ocorra sem
distarbio, existem requisitos basicos, como uma concentragdo adequada
de ions calcio e fosfato, presenca de matriz a ser calcificada, agentes de
nucleacdo e controle de agentes reguladores (promotores e inibidores).
Além destes, a formacdo O&ssea depende de dois pré-requisitos
indispensaveis: suporte sanguineo amplo e suporte mecéanico (Buser,
1994)

O reparo de defeitos 6sseos € um bom modelo para o
estudo da regeneracdo 0ssea. Ao contrario das fraturas, os defeitos séao
menos propensos a fatores mecanicos e obstrucbes do suprimento
sanguineo (Schenk, 1996). Portanto, diversos sao os estudos realizados
simulando traumas 0sseos, para observar a reparacao de defeitos 6sseos
em animais (Fernandes, 2005; Canettieri et al., 2009; Senra, 2009).

2.2 Bisfosfonatos

Os bisfosfonatos sdo estruturalmente analogos quimicos
ao pirofosfato presente no organismo, um inibidor natural da reabsorgao
0ssea. No entanto, este ndo pode ser utilizado como agente terapéutico,
pois sofre uma rapida hidrolise enzimatica. O pirofosfato é constituido por
um atomo de oxigénio que esta ligado a dois grupos de fosfato (P-O-P).
Nos bisfosfonatos este atomo de oxigénio é substituido por um atomo de
carbono (P-C-P). Essa modificacdo faz com que os bisfosfonatos sejam
mais resistentes a degradacdo enzimatica (Bikle, 1998; Russel, Rogers,

1999). Conforme as mudancas em suas cadeias laterais sdo formados
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varios tipos de bisfosfonatos, cada um com propriedades farmacoldgicas,
atividade na reabsor¢cdo Ossea e poténcia diferentes, determinadas pela
cadeia lateral (Compston, 1994; Szejnfeld, 2000). Existem trés geracodes
de bisfosfonatos. A primeira € composta pelos ndo nitrogenados, que
inclui os analogos do trifosfato de adenosina (ATP) etidronato, clodronato
e o tiludronato (Lehenkari et al., 2002; Reszka, 2004; Carter et al., 2005).
A segunda e a terceira geracdes sdo compostas pelos nitrogenados. Os
da segunda geracdo, alendronato, pamidronato e ibandronato
(Tenenbaum et al., 2002; Fernandez et al., 2006). Os bisfosfonatos da
segunda geracdo sao de 10 a 1000 vezes mais potentes que os da
primeira (Lin, 1996). Os da terceira geracao contém uma cadeia ciclica,
sendo seus representantes o residronato e o zoledronato (Rogers et al.,
2000; Tenenbaum et al., 2002). O aumento da atividade antirreabsortiva
esta relacionado com o comprimento da cadeia de carbono, a presenca
de grupos hidroxilas, o grupo amino e a conformacédo espacial da
molécula (Neves et al., 2003). Em ordem decrescente de poténcia e
atividade antirreabsortiva, os principais bisfosfonatos nitrogenados séao:
acido zoledronico, residronato, ibandronato, icandronato, alendronato, e
pamidronato (Russell, 2007).

Os bisfosfonatos apresentam, basicamente, duas
categorias de estrutura quimica, que sao os bisfosfonatos nitrogenados e
0s nao-nitrogenados e atuam por diferentes mecanismos de acdo. Os
bisfosfonatos ndo-nitrogenados sdo mais fracos e mais parecidos com o
pirofosfato, como o clodronato e o etidronato, podem ser metabolizados
em analogos citotoxicos do n&o-hidrolizaveis que serdo entao
incorporados pelos osteoclastos levando-os a apoptose. Em contraste,
bisfosfonatos que contém nitrogénio na férmula, que sdo mais potentes,
como o alendronato e o residronato, ndo sdo metabolizados e atuam na
via do mevalonato (Leu et al., 2006).

Os bhisfosfonatos nitrogenados através da via do

mevalonato inibem a farnesil difosfato sintetase, uma enzima requerida
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para a producdo da geranilgeranil difosfato. Esta liga proteinas a
membrana celular por um processo chamado de isoprenilacdo de
proteinas. A deplecdo desta enzima limita a prenilacdo de pequenas
proteinas regulatorias que controlam a forma celular e a formacédo da
borda em escova dos osteoclastos (Stepan et al., 2003).

A estrutura quimica dos bisfosfonatos determina além da
fixagcdo ao 0sso e de sua poténcia, efeitos intracelulares (Lehenkari et al.,
2002). Os dois efeitos biologicos fundamentais sdo: inibicdo da
calcificacdo, normal e ectopica, quando administrados em altas doses, e
inibicAo da reabsorcdo Ossea (Fleisch, 1998). Outros efeitos como
inibicdo da angiogénese (Santini et al., 2002; Zervas et al., 2006), da
proliferacdo e do reparo tecidual de células epiteliais orais in vitro
(Landesberg et al., 2008), e fibrose dos espacos medulares (Hansen et
al., 2006; Bedogni et al., 2008) foram relatados.

Os bisfosfonatos inibem a reabsor¢cdo Ossea por uma
acao direta sobre os osteoclastos e por um efeito indireto mediado pelos
osteoblastos que liberam inibidores de atividade e do recrutamento
osteoclastico (Warner, 2000; Kulak, Bilezikian, 2000; Kwak et al., 2009).
Além dessa conhecida propriedade antirreabsortiva dos bisfosfonatos
estudos tem demonstrado que eles também atuam na atividade
osteoblastica (Giuliane et al., 1998;. Reinholz et al., 2000; Knoch et al.,
2005; Corrado et al., 2010) e regulam a expressdo de alguns genes
relacionados com a formacdo oOssea (Valenti et al., 2010; Zhou et al.,
2011; Wang, Stern, 2011).

Giuliani et al. (1998) estudaram os efeitos do etidronato e
do alendronato sobre a formacdo de precursores de células
osteoblasticas, medindo o numero de unidades formadoras de col6nia de
fibroblastos (UFC-F) e de unidades formadoras de colonia por
osteoblastos (UFC-OB), em camundongos e em cultura de células de
medula 6ssea humana. Em cultura de medula 6ssea de murinos, o

etidronato (10  a 10 ® mol/L) estimulou significativamente a formacéo de
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UFC-F com um efeito maximo em 10 ~ mol/L, enquanto que o alendronato
teve um efeito bifasico, sendo estimulante em concentracfes abaixo de
10 7 mol/L e inibitéria em altas doses. A formacdo de UFC-OB também foi
inibida por ambos os bifosfonatos nas concentragcdes mais elevadas, mas
foi significativamente estimulada em baixas concentracdes. Em culturas
de medula 6ssea humana, o alendronato (10 ® a 10 *? mol/L) aumentou a
formacéo de UFC-F com um efeito maximo em 10 *° mol/L. Os autores
também realizaram estudos in vivo para avaliar os efeitos em curto prazo
desses bisfosfonatos na formacédo de precursores de osteoblastos em
cultura de medula 6ssea de ratas jovens e senis. Os animais jovens foram
tratados semanalmente com inje¢cOes subcutaneas de etidronato (0,3
mg/Kg, 3 mg/Kg e 30 mg/Kg) ou alendronato (0,3 pg/Kg, 3 pg/Kg e 30
Mg/Kg). Os animais senis foram tratados com as doses mais baixas de
ambas as drogas. Apds um més de tratamento, 0s animais jovens e senis
foram sacrificados e, de cada animal foram obtidas células da medula
Ossea. Posteriormente, estas células foram utilizadas para a etapa do
estudo in vitro, no qual foram observadas as unidades formadoras de
colonias. Os resultados obtidos demonstraram que o etidronato (0,3 e 3
mg/kg) e o alendronato (0,3 e 3 mg/kg) aumentaram significativamente o
namero de colonias de UFC-F na medula 6ssea de animais jovens e
senis, enquanto que a maior dose de ambas as drogas nao tiveram efeito
nos ratos jovens. Os autores finalizaram seus estudos sugerindo que os
bisfosfonatos podem ter in vivo uma influéncia potencialmente relevante
em celulas da linhagem osteblastica, distinta da sua acao inibitéria sobre
0s osteoclastos.

Reinholz et al. (2000) estudaram a acgéo direta de varios
bisfosfonatos na proliferacdo celular, expressdo génica e formagédo 6ssea
por meio de culturas de osteoblastos provenientes de fetos humanos. Em
culturas tratadas com pamidronato, ocorreu um aumento da proteina
celular total, da atividade de fosfatase alcalina, bem como a secre¢ao de

coldgeno tipo | em osteoblastos. Além disso, também ocorreu um
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aumento da taxa de formacdo Ossea nesta cultura de osteoblastos. As
acOes de dois outros bisfosfonatos, a fraca acéo do etidronato e o potente
zoledronato também foram comparados com a ac¢do do pamidronato
sobre a proliferacdo dos osteoblastos humanos e sobre a taxa de
formacédo 6ssea. O pamidronato e o zoledronato diminuiram a proliferacéao
celular com igual poténcia, ao passo que o etidronato diminuiu esta
proliferacdo somente em concentra¢cdes muito altas. Quanto a formacao
0ssea, 0 pamidronato e o zoledronato aumentaram a formacéo éssea,
porém nenhum aumento foi observado pela acdo do etidronato. Os
autores finalizaram seu trabalho afirmando que estes resultados sugerem
fortemente que o tratamento com pamidronato ou zoledronato aumenta a
diferenciacao e as atividades da formacao 6ssea dos osteoblastos.

Knoch et al. (2005) estudaram os efeitos dos
bisfosfonatos: alendronato, residronato e zoledronato em cultura de
células de medula 6ssea humana, obtidos de pacientes com doenca
articular degenerativa submetidos a artroplastia total do quadril. Os
autores evidenciaram a proliferacdo celular e diferenciagcdo osteogénica
determinada por, além da contagem de células, aumento dos niveis de
fosfatase alcalina.

Valenti et al. (2010) avaliaram os efeitos do residronato de
sédio na modulacdo da formacdo déssea em ratas com osteoporose
induzidas pelos glicocorticoides, por meio de histomorfometria,
imunoistoquimica e analises de expressao génica. Utilizaram -se 40 ratas
que foram divididas em 4 grupos: 1) grupo controle - veiculos de
metilprednisolona (vGC) + veiculo de residronato (VRes); 2) grupo Res - 5
mg/kg Res + vGC; 3) grupo GC - metilprednisolona (GC) 7 mg/kg + vRes;
4) grupo GC + Res - 7 mg/kg GC + 5 mg/kg Res. Os autores concluiram
gque o residronato reduziu a apoptose de ostedcitos induzida pelos
glicocorticéides e aumentou a expressao génica da enzima cicloxigenase

2 (COX-2) em relac&o ao grupo controle.
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Zhou et al. (2011) estudaram o efeito do ibandronato, um
bisfosfonato contendo nitrogénio, sobre a proliferagéo e a diferenciacao
de células indiferenciadas presentes no ligamento periodontal com
caracteristicas de osteoblastos (PDLSCs) em cultura de células, e
analisaram a expressdo de genes envolvidos na diferenciacéo
osteoblastica. Neste estudo o ibandronato promoveu a proliferacdo de
PDLSCs e aumentou a expressao de fosfatase alcalina, colageno tipo 1,
osteoprotegerina e osteocalcina. Em PDLSCs, o ibandronato regulou a
expressao de diversos genes relacionados com a formacao 0ssea.

Wang e Stern (2011) realizaram um estudo para comparar
os efeitos de concentracdes alta e baixa de residronato na expressao de
genes em células osteoblasticas (linhagem UMR 106). Os autores
observaram que a baixa concentracdo de residronato transitoriamente
regulou varios genes associados com a diferenciacédo celular e em altas
concentragdes isto ndo foi observado.

Os bisfosfonatos sédo drogas pouco absorvidas pelo trato
digestivo. No intestino parte dos bisfosfonatos sdo quelados pelo calcio.
Os bisfosfonatos desaparecem rapidamente da circulacdo sanguinea,
sendo incorporados ao tecido 6sseo por meio de forte ligacdo com o0s
cristais de hidroxiapatita e parte da droga é eliminada na urina
(Compston, 1994; Szejnfeld, 2000; Rodan, Reszka, 2003).

Os compostos dos bifosfonatos sao hidrofilicos e
altamente solUveis em &agua, conjugando a natureza acida ao ph
fisioldgico, eles dificilmente ultrapassam membranas celulares de tecidos
moles. Essa propriedade fisico-quimica também reduz a capacidade
intrinseca da substancia ao metabolismo, promovendo excrecao urinaria e
biliar da molécula praticamente ndo alterada (Hirabayashi, Fujisaki, 2003).

O tempo de permanéncia dos bisfosfonatos no organismo
€ longo, podendo durar dez anos ou mais, dependendo da velocidade de
remodelacéo do tecido 6sseo (Szejnfeld, 2000; Stepensky et al., 2003). O

bisfosfonato incorporado & matriz 6ssea é farmacologicamente inativo até
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ser liberado em um novo foco de reabsorcdo através da acidificacao,
enquanto que o resto do medicamento ligado ao osso em outros locais
permanece praticamente quiescente (Stepensky et al., 2003).

Estes medicamentos sdo atualmente empregados para o
tratamento de varias enfermidades do metabolismo 0sseo, tais como a
osteoporose poés-menopausa e induzida por corticoterapia (Bagan et al.,
2005). Também sao empregados no manejo de complicacdes
relacionadas a neoplasias, como hipercalcemia maligna, lesdes
osteoliticas do mieloma multiplo e metastases 6sseas associadas ao
cancer de mama, proéstata, pulmao e a outros tumores. Os bisfosfonatos
também podem ser utilizados no tratamento da doenca de Paget e na
osteogénese imperfeita (Landesberg et al., 2008).

Watts et al. (2003) estudaram o residronato usando
pacientes em pos-menopausa com alto risco de fraturas vertebrais. Um
total de 1226 pacientes de varios paises e 2458 nos EUA participaram do
estudo, utilizando um placebo ou residronato 2,5 ou 5 mg/dia. Os autores
demonstraram que, apés um ano de uso do residronato, houve reducao
de fraturas vertebrais em 90% quando comparado a mulheres que
receberam placebo.

Oliveira et al. (2004) avaliaram a influéncia do residronato
sédico, no processo de consolidacéo de fraturas em ratos machos adultos
nutridos e subnutridos, nos quais foram provocadas fraturas nas tibias
direitas. Os autores concluiram através de analise radiograficas,
densitométrica e histolégica do calo 6ésseo que o residronato contribuiu
para a formacdo de tecido 6sseo maduro e de melhor qualidade. Na
avaliacdo laboratorial dos niveis de célcio, observaram diferenca
significativa nos niveis séricos do calcio nos grupos que receberam o
residronato tanto de dieta aprotéica como o de dieta proté€ica, confirmando
o efeito hipocalcemiante dos bisfosfonatos.

Piai et al. (2005) avaliaram os efeitos do residronato na
reparacao 0ssea de ratos machos e fémeas com osteopenia, através de
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analises histoldgica e histomorfometrica. Utilizaram-se 30 ratos machos e
30 fémeas castrados e apdés um més deste procedimento,
confeccionaram um defeito 6sseo de 3 mm de didmetro nas tibias direitas
dos animais. Estes foram divididos em quatro grupos: | (machos controle);
I (machos tratados); Il (fémeas controle); IV (fémeas tratadas).
Administrou-se nos grupos Il e IV, apés execucdo do defeito, 0,1
mg/Kg/dia de residronato na 4gua de beber, durante cinco dias e nos
grupos | e lll, somente agua. Os animais foram sacrificados apoés sete, 14
e 28 dias a realizacdo do defeito. Os autores concluiram que o
residronato ndo exerceu efeito estimulador sobre a reparacéo ossea.

Volpon et al. (2008) analisaram o efeito do alendronato na
prevencdo da osteopenia secundaria a imobilizacdo gessada, em ratas,
por meio da histomorfometria. Foram utilizados vinte animais divididos em
quatro grupos: 1) imobilizado; 2) ndo imobilizado + alendronato; 3)
imobilizado + alendronato; e 4) controle. A imobilizacdo foi feita com
gesso pelvipodélico aplicado até o membro posterior direito e o
alendronato foi administrado em doses semanais. O periodo de
observacdo foi de 28 dias. Na analise histomorfométrica da metéfise
proximal da tibia, foi avaliado o niumero de trabéculas, volume 0sseo,
espessura trabecular e separacéo trabecular. Os autores concluiram que
a imobilizacdo empregada efetivamente levou a osteopenia, verificada
pela diminuicdo de todos os principais parametros histomorfométricos
estudados. Estas alteracbes foram prevenidas pela administracao
concomitante de alendronato de sodio, exceto com relacdo a espessura
trabecular. O alendronato de sodio foi capaz de aumentar os parametros
morfomeétricos, mesmo em animais ndo imobilizados.

Pereira Alves et al. (2009) avaliaram, através de analises
biomecanicas e histomorfométrica, a acdo do acido zoledrénico, um
bisfosfonato nitrogenado, em tibias de ratas osteoporéticas. Utilizaram
gquarenta ratas sendo vinte ovariectomizadas e vinte falso operadas

(sham). Os animais foram divididos em quatro subgrupos, de acordo com
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a administracdo de 0,1 mg/kg de acido zoledrdnico (AZ) ou 4gua destilada
(AD): OAZ (n=10), OAD (n=10), PAZ (n=10) e PAD (n=10). Apo6s 12
meses, 0s animais foram eutanasiados e suas tibias analisadas. No
estudo clinico foi considerado o peso dos animais; no estudo biomecanico
foram realizados ensaios compressivos e ha analise histomorfométrica foi
determinada a &rea trabecular 6ssea. Os resultados mostraram aumento,
nao significante, tanto da resisténcia 0ssea diafisaria tibial, como da area
trabecular 0ssea.

Ferreira Janior et al. (2008) avaliaram os efeitos do
alendronato de sodio, residronato sodico, atorvastatina calcica e
lovastatina na reparacao de fraturas em ratas com osteoporose induzidas
pela dexametasona. Os efeitos desses farmacos foram analisados pelos
marcadores bioquimicos caélcio, fosforo, albumina, proteinas totais,
fosfatase alcalina e exame histomorfométrico de densidade trabecular
O0ssea. Além disso, os autores realizaram morfometria através das
medidas de comprimento, espessura, diametro do calo 6sseo e densidade
das tibias dos animais. Os autores concluiram que o reparo 0sseo foi
semelhante ao do grupo controle, o que demonstra que os farmacos
usados sdo eficazes em animais osteoporoéticos submetidos a fratura,
ressaltando que os melhores efeitos foram obtidos com o alendronato.

Balooch et al. (2007) realizaram um estudo para avaliar se
0 tratamento concomitante com glicocorticéides (Gcs) e residronato
evitaria a reducdo da resisténcia 6ssea induzida por Gcs. Para isto 0s
autores utilizaram ratos tratados com Gcs, Gcs + residronato ou placebo.
Além disso, foram realizadas bidpsias de crista iliaca obtidas de pacientes
atendidos em um estudo clinico que foram tratados com Gcs, Gcs +
residronato ou placebo por um ano. Os autores analisaram a arquitetura
0ssea, densidade e as suas propriedades fisicas, através de tomografias
de raios-X sincroton, mapeamento do modulo de elasticidade e

microscopia eletrénica de transmissdo. Concluiram que o residronato
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impediu as mudancas locais no tecido 6sseo induzidas por Gcs, e que isto
pode vir a melhorar a resisténcia 6ssea.

Mahl et al. (2009) avaliaram a densidade radiografica e a
proporcao trabecular do fémur de ratas submetidas a administracdo de
glicocorticéide, seguida ou ndo de bisfosfonato. Foram utilizadas 36 ratas
Wistar, alocadas a trés grupos: (1) controle, (2) glicocorticoide e (3)
glicocorticéide + bisfosfonato. O grupo 1 recebeu inje¢cdes subcutaneas (2
mL/kg) de solucdo salina, os grupos 2 e 3 receberam acetato de
metilprednisolona (1 mg/kg), sendo que o grupo 3 foi tratado
adicionalmente com residronato (3 mg/kg). Os animais foram
eutanasiados e cada fémur esquerdo foi dissecado, radiografado e
submetido a processamento histolégico. Os dados obtidos foram
analisados estatisticamente. Os autores concluiram através dos
resultados obtidos que a administracdo de residronato recupera a
proporcao de trabéculas 6sseas diminuidas pela acdo do corticoide e que
estas alteracdes sdo radiograficamente detectaveis.

Iwamoto et al. (2009) avaliaram o efeito da vitamina k2
(menaquinona) e do residronato no 0sso trabecular em ratos tratados com
glicocorticéide (Gc). Os animais foram divididos em 5 grupos: controle
pareado por idade; Gc; Gc + K2; Gc + residronato; Gc + residronato + K2.
Apo6s oito semanas, 0s animais foram sacrificados e foi feita analise
histomorfométrica no osso na metafise proximal da tibia. Os resultados
obtidos foram que a administracdo de Gc diminuiu a massa 0ssea
trabecular em comparacdo com controles pareados por idade. A vitamina
K2 atenuou a perda 0ssea induzida pelo Gc e o residronato impediu a
perda 0ssea. Os autores concluiram que a vitamina K2 e o residronato
mostraram efeito diferencial em osso trabecular em ratos tratados com
Gc.

Iwamoto et al. (2010) fizeram uma revisdo de literatura
para discutir os efeitos do residronato na osteoartrose do joelho. Em

conclusado a revisao de literatura sugeriu que altas doses de residronato
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(15 mg/dia) reduzem fortemente o marcador de degradacéo de cartilagem
0 que pode contribuir para a atenuacdo da progressdo radioldgica da
osteartrose, por meio da preservacao da integridade estrutural do 0sso
subcondral.

Chevalier et al. (2010) realizaram um estudo para avaliar
os efeitos biomecanicos da teriparatide, medicamento derivado do
horménio da paratirebide usado no tratamento da osteoporose, em
mulheres com osteoporose tratadas previamente com alendronato e
residronato por dois anos ou mais. Os autores criaram modelos de
elemento finito da primeira vértebra lombar (L1) a partir de tomografia
computadorizada quantitativa de 171 pacientes. Estes modelos foram
submetidos a compressédo uniaxial, a analise foi realizada antes e apés
doze meses de terapia com teriparatide. Os resultados deste estudo
demonstraram que doze meses de tratamento com teriparatide apos
tratamento prévio com residronato ou alendronato aumentou a rigidez
vertebral, a carga de ruptura e a densidade mineral 6ssea. No entanto, 0s
efeitos foram mais pronunciados em pacientes previamente tratados com
residronato.

Os bisfosfonatos reduzem a remodelacdo Ossea,
processo responsavel por manter a integridade deste tecido, e alguns
autores afirmam que isto pode impedir a reparacdo de microlesbes que,
acumuladas levariam a diminuicdo das propriedades mecéanicas do 0sSso
(Mashiba et al., 2000; Mashiba et al., 2001; Turner, 2002).

Allen et al. (2006) estudaram os efeitos causados pelo
tratamento com residronato ou alendronato, no tecido 6sseo em beagles
fémeas, com doses equivalentes as utilizadas para o tratamento da
osteoporose. Os autores verificaram que um ano de tratamento com
bisfosfonatos, em doses clinicas, permite acumulo significativo de
microles6es em vértebras de cades. Entretanto, isso foi compensado pelo
aumento do volume e mineralizagdo 0ssea de tal forma que ndo houve

comprometimento significativo das propriedades mecanicas.
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Senra (2009) avaliou o efeito do residronato (10,5
mg/kg/semana) na qualidade Ossea do reparo 0sseo em ratas com
deficiéncia estrogénica. Para isso, 84 ratas foram submetidas a
ovariectomia e 42 ratas a cirurgia sham. Apos 35 dias, lesGes de 2,5 mm
foram realizadas nos fémures quando, entéo, se iniciou a medicacao. Os
animais ovariectomizados foram divididos em dois grupos, um recebendo
residronato e o outro recebendo agua filtrada como placebo. Os animais
foram sacrificados com 18, 45 e noventa dias de reparo. Os resultados
indicaram que o tratamento com residronato aumentou os valores de
microdureza e de modulo de elasticidade; ndo afetou os valores da
concentracdo de calcio (Ca) e de foésforo (P) e da relagdo Ca/P do calo
0sseo, porém o tratamento com residronato atrasou a remodelacdo do
calo 6sseo.

Os bisfosfonatos séo medicamentos bem tolerados tanto
por via oral como intravenosa, mas podem apresentar alguns efeitos
adversos. Por via oral, os efeitos adversos mais frequentes séo: cefaléia,
dispepsia, diarréia, constipacao intestinal e esofagite corrosiva. Os efeitos
adversos mais frequentes da administracdo intravenosa séo elevacédo da
temperatura e sindrome gripal, facilmente contornadas com analgésicos e
antipiréticos. Podem ocorrer hipocalcemia e hipofosfatemia transitorias,
geralmente sem repercussao clinica (Gonzalez, Nieto, 2005).

Um estudo comparativo macroscépico e histolégico dos
aminobifosfonatos (pamidronato, alendronato e residronato) mostrou que
o residronato exibiu efeitos gastricos mais favoraveis e seguros que 0s
aminobifosfonatos primarios (Blank et al., 1997). Kanatsu et al. (2004)
demonstraram que, embora o residronato possua efeitos irritativos e de
prejuizo a cicatrizacao de lesbes estomacais pré-existentes, seus efeitos
sdo muito menos pronunciados que os do alendronato.

Recentemente, foi identificada uma nova complicacéo oral
associada ao uso dos bisfosfonatos, denominada osteonecrose dos
maxilares. De acordo com a Associacdo Americana de Cirurgides Orais e
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Maxilofaciais, a osteonecrose dos maxilares associada ao uso de
bisfosfonatos se caracteriza clinicamente por exposicdes Osseas na
regido maxilofacial persistentes por mais de oito semanas, com historia
médica de uso de bisfosfonatos e sem histéria de radioterapia nos
maxilares.

A grande maioria dos casos de osteonecrose dos
maxilares descritos na literatura sdo de pacientes portadores de mieloma
multiplo ou de metastases é6sseas associadas ao cancer de mama,
prostata ou pulmdo que foram tratados com bisfosfonato intravenoso;
porém, essa condigcdo, vem sendo identificada em pacientes com
osteoporose tratados apenas com formulagbes orais de bisfosfonatos
(Ruggiero et al., 2004; Marx et al., 2007; Yarom et al., 2007). A maioria
dos casos de osteonecrose associada a bisfosfonatos esta associada
também a procedimentos cirargicos (Brooks et al., 2007).

A patogénese da osteonecrose dos maxilares ndo esta
completamente esclarecida, mas parece estar relacionada com as
alteracdes vasculares e da estrutura 0ssea causadas pelos bisfosfonatos.
Acredita-se que a osteonecrose dos maxilares resulte de uma interligacéao
entre metabolismo Osseo alterado pelos bisfosfonatos, trauma local,
aumento da necessidade de reparo 6sseo, infeccédo e hipovascularizacéo
(Migliorati, 2005; Ruggiero et al., 2006).

Os bisfosfonatos sao utilizados por diferentes vias de
administracdo, sendo a via oral a mais comum delas. No entanto, alguns
trabalhos que utilizaram bisfosfonatos localmente demonstraram que essa
via também é eficaz no controle da reabsorcéo O0ssea (Yafee et al., 1997;
Meraw et al., 1999; Jaime et al., 2005; Komatsu et al., 2008).

Yafee et al. (1997) avaliaram o efeito do alendronato
aplicado topicamente embebido em esponja cirdrgica sobre a superficie
do osso exposto, apos a execucdo de um retalho mucoperiosteal em
mandibulas de ratos, no intuito de inibir a reabsorcéo 6ssea induzida. Os

autores observaram que o alendronato reduziu a reabsorcdo 6Ossea
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ativada pela cirurgia de retalho mucoperiosteal e finalizaram seu trabalho
sugerindo que a aplicacéo local de alendronato pode ser utilizada como
adjuvante na terapia para reduzir a reabsorcao 6ssea ap0s a cirurgia.

Levin et al. (2001) estudaram em céaes os efeitos da
imersdo em solucdo de alendronato antes do reimplante de dentes
avulsionados e mantidos a seco por periodos de 40 ou 60 minutos. ApOs
4 meses deste procedimento os animais foram sacrificados e as raizes
preparadas para a analise histologica. As raizes que permaneceram
imersas no alendronato antes do reimplante apresentaram resultados
estatisticamente significativos quanto a presenca de maiores superficies
reparadas sem evidéncias de reabsor¢cdo. Os autores concluiram que a
imersdo em alendronato resulta em menor perda de estrutura radicular
por reabsorcdo em comparagcdo com O grupo em que as raizes foram
imersas em solucdo salina sem alendronato.

Komatsu et al. (2008) avaliaram os efeitos a longo prazo
do alendronato administrado topicamente em dentes reimplantados de
ratos. Os autores extrairam os primeiros molares de ratos e colocaram em
solucéo salina com 1 mM de alendronato (grupo alendronato n=13) ou em
solucdo salina (grupo salina n=8) por cinco minutos e depois
reimplantaram. Os animais foram sacrificados 60 e 120 dias apds o
reimplante. As analises foram realizadas com tomografia
microcomputadorizada. Foram analisadas a reabsorcao 0ssea e radicular,
anquilose e calcificacdo pulpar. No grupo alendronato as reabsorcdes
0ssea e radicular foram menores que as do grupo salina. No entanto, a
anquilose e a calcificagcao pulpar ocorreram em ambos os grupos. No
grupo alendronato ocorreu uma expan¢gdo O0ssea ao redor dos dentes
reimplantados e os autores sugerem que o alendronato pode também
estimular a formacao 6ssea em torno dos dentes reimplantados de ratos.

Kajiwara et al. (2005) analisaram, in vivo, a quantidade de
tecido 6sseo neoformado ao redor de implantes de titanio puro, com
cobertura de ions de célcio e com modificagdo dessa cobertura utilizando



28

pamidronato, um bisfosfonato nitrogenado, por meio de marcadores
fluorescentes administrados por via intravenosa durante o experimento.
Os autores concluiram que implantes com bisfosfonatos nitrogenados
imobilizados estimulam a formacdo de osso ao redor do implante, o que
pode contribuir para o sucesso do tratamento com implantes.

Jaime et al. (2005) analisaram a influéncia do alendronato
sédico tépico sobre o reparo de defeitos 0sseos em calvaria de ratas
ovariectomizadas histomorfolégica e morfometricamente. Os defeitos
foram preenchidos com esponja de colageno reabsorvivel embebida em
solucdo de alendronato sddico na concentragdo de 20 mg/mL ou em
solucdo fisioldgica (controle). Concluiram que a ovariectomia e/ou
aplicacéo topica de alendronato sodico ndo influenciaram o reparo 6sseo
de defeitos em calota de ratas.

Menezes et al. (2005) estudaram o efeito do alendronato
na periodontite experimental induzida em ratos submetidos a ligadura ao
redor da coroa dentaria dos segundos molares superiores. Os animais
foram tratados com alendronato, por via subcutanea, iniciando uma hora
antes ou cinco dias apos a inducdo da periodontite e diariamente até a
data do sacrificio (ap0s 11 dias). A perda éssea alveolar foi medida pela
diferenca entre o 4pice da cuspide dentaria e o 0sso alveolar. Os autores
avaliaram histologicamente o tecido periodontal e a microbiota gengival foi
coletada e semeada em meios de cultura para microrganismos aerdbicos
e anaerodbicos. Concluiram que a perda 6ssea foi significantemente
inibida pelo alendronato nos dois protocolos estudados. O alendronato,
segundo os autores, reduziu a lesao tecidual no periodonto, apresentando
ainda atividade antibacteriana nesse modelo de periodontite experimental.

Adachi et al. (1994) examinaram o efeito topico do
residronato no movimento dentario em 126 ratos, considerando que este
farmaco inibe a reabsorcdo 6Ossea. Moveram 0s primeiros molares
superiores para vestibular por meio de uma mola por 3 semanas com a

forca de 165 mN. Apos a remocdo da mola iniciaram a injecao de
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residronato subperiostealmente, na area adjacente ao primeiro molar
esquerdo na dosagem de 50 pl de solugcdo de residronato em uma
concentragéo de 0, 125, 250, ou 500 ymol/l a cada trés dias durante as
trés semanas do experimento. A mola movendo ambos o0s primeiros
molares produziu uma expancao e a aplicacao tépica do residronato inibiu
a recidiva. No primeiro molar direito injetaram solug&o salina 0,9% como
controle. A administracéo topica do residronato provocou uma significante
reducdo do movimento dentario induzido pela for¢ca aplicada. Em sua
conclusao os autores sugerem que a aplicacdo tépica do residronato pode
auxiliar na ancoragem dos dentes, durante o tratamento ortodéntico.
Alguns estudos vém sendo realizados no sentido de se
disponibilizar localmente moléculas de alendronato sodico, hidroxiapatita
e sua associacdo em defeitos 6sseos cirurgicos em fémures de ratos.
Estes tém verificado que o farmaco utilizado interfere negativamente na
reparacdo oOssea. No entanto, foi observado uma neoformacdo Ossea
extra-cortical subperiosteal (Fernandes, 2005; Canettieri et al., 2009).
Fernandes et al. (2005) avaliou o efeito do uso local do
alendronato sodico, da hidroxiapatita e da associacdo alendronato mais
hidroxiapatita em diferentes concentracdes molares, no processo de
reparacao de defeitos 6sseos em fémures de ratos. Foi confeccionado no
fémur de 168 ratos (84 machos e 84 fémeas) um defeito 6sseo medindo
2,5 mm de diametro. Estes animais foram divididos em grupos: controle,
amido, alendronato 1 mol, alendronato 2 moles, hidroxiapatita 1 mol,
hidroxiapatita 2 moles e alendronato mais hidroxiapatita, de acordo com o
material de preenchimento utilizado. Nos animais do grupo controle o
defeito ficou preenchido apenas pelo coagulo proveniente do defeito. Os
animais foram sacrificados aos sete e 21 dias. Foram realizadas analises
histologica e histomorfométrica, e os dados obtidos foram submetidos a
analise estatistica ANOVA. O autor Concluiu que a aplicacdo local do
alendronato sodico interferiu negativamente na reparacdo 0ssea, que a

hidroxiapatita e o alendronato mais a hidroxiapatita ndo interferiram na
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reparacdo. Contudo, observou a presenca de uma neoformacdo 0ssea
subperiosteal extra-cortical em todos o0s animais dos grupos
experimentais, tanto aos sete como aos 21 dias, onde o alendronato
sédico foi usado, ou seja, nos grupos alendronato 1 mol e 2 moles, bem
como no grupo alendronato mais hidroxiapatita.

Canettieri et al. (2009) avaliaram o efeito do uso local do
alendronato sodico, da hidroxiapatita e da associa¢do alendronato com
hidroxiapatita na reparacdo de defeitos 6sseos em fémures de ratas
ovariectomizadas. @ Foram utilizadas 98 ratas. [Estas foram
ovariectomizadas e, apos trinta dias, os defeitos 6sseos, medindo 2,5 mm
de diametro, foram feitos nos fémures esquerdos. Estes animais foram
divididos em grupos: controle (C), amido (Am), alendronato 1 mol (Al),
alendronato 2 moles (A2), hidroxiapatita 1 mol (HA1), hidroxiapatita 2
moles (HA2) e alendronato mais hidroxiapatita (A+HA), de acordo com o
material de preenchimento utilizado nos defeitos, sendo que o grupo
controle o defeito foi preenchido apenas pelo coagulo. Os animais foram
sacrificados sete e 21 dias apo0s a cirurgia. Foram realizadas analises
histologica e histomorfométrica da area do defeito 6sseo e os resultados
submetidos a analise estatistica. Concluiram que o alendronato sédico,
isolado ou associado com a hidroxiapatita, prejudicou a reparacao 0ssea
neste modelo experimental. No entanto, evidenciaram nos grupos Al, A2
e A+HA, nos periodos de sete e 21 dias, a presenca de neoformacédo
0ssea extra-cortical subperiosteal.

Devido ao crescente interesse em se desenvolver drogas
ou materiais que estimulem a formacéo 0ssea e acelerem o processo de

reparacgao, torna-se importante dar continuidade aos estudos anteriores.



3 PROPOSICAO

Estudar a reparacdo 6ssea apOs a aplicacdo local do
residronato de sodio, em diferentes concentracoes molares, em defeitos

0sseos criados em fémures de ratas.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

A realizacdo desta pesquisa foi aprovada pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia do Campus de S&o José
dos Campos - UNESP sob o protocolo de numero 047/2009 - PA/CEP
(ANEXO A) e executada de acordo com os Principios Eticos para a
Experimentacdo Animal que sdo adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA).

Neste estudo, foram utilizadas 60 ratas (Rattus
norvegicus, albinus, Wistar) com aproximadamente trés meses de idade e
pesando em média trezentos gramas. Estes animais foram fornecidos
pelo Biotério da Faculdade de Odontologia do Campus de Sao José dos
Campos - UNESP, onde permaneceram durante toda a etapa
experimental em gaiolas coletivas, a temperatura ambiente, e alimentados

com racao a vontade e agua ad libitum.

4.2 Divisao dos grupos

Os 60 animais foram divididos em 6 grupos constituidos
por 10 animais cada. Os grupos experimentais foram denominados por:
grupo controle (C), grupo amido (Am), grupo residronato - 0,25 mol (Res
0,25), grupo residronato - 0,50 mol (Res 0,50), grupo residronato - 0,75
mol (Res 0,75), residronato — 1 mol (Res 1) (Quadrol).



Quadro 1 - Grupos experimentais
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Grupo experimental

N2 de animais

Controle (C)

10
Amido (Am)

10
Residronato 0,25 mol (Res 0,25) 10
Residronato 0,5 mol (Res 0,50) 10
Residronato 0,75 mol (Res 0,75) 10
Residronato 1mol (Res 1) 10
Total 60

Todos os animais foram submetidos a uma cirurgia para a

confeccao de um defeito 6sseo, sendo que somente no grupo C, o defeito

0sseo nao recebeu nenhum tipo de material, ficando apenas preenchido

pelo coagulo sanguineo proveniente da propria ferida 6ssea. Nos demais

grupos, os defeitos désseos foram preenchidos pelos materiais nas

proporc¢des indicadas no Quadro 2.

Quadro 2 - Grupos experimentais e materiais de preenchimento

Grupo experimental

Material de preenchimento

Controle (C)

Coégulo

Amido (Am)

Amido

Residronato 0,25 mol (Res 0,25)

Residronato + amido

Residronato 0,5 mol (Res 0,50)

Residronato + amido

Residronato 0,75 mol (Res 0,75)

Residronato + amido

Residronato 1 mol (Res 1)

Residronato
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O residronato sodico foi cedido pela Farmacia Escola da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara -
UNESP.

Todos os grupos experimentais foram divididos em dois
subgrupos constituidos por cinco animais de acordo com os periodos de
observagdo. A eutanasia dos animais de cada um dos subgrupos foi
realizada nos periodos de sete e 21 dias apoés a cirurgia.

4.3 Calculo dos materiais

O calculo das proporges percentuais dos materiais foi
realizado de acordo com o peso molecular (PM) do residronato. O PM do
residronato de soédio é 305,09 g/mol. Desta forma, para que as
guantidades em peso dos grupos ficassem semelhantes, houve a
necessidade de adicionarmos amido de milho, pois este material
considerado inerte, serviu para completar as dosagens necessarias dos
grupos experimentais que receberam residronato. Como utilizamos o
amido como excipiente, criou-se um grupo experimental (grupo Am) que
utilizou apenas o amido para preencher o defeito ésseo, para pesquisar,
dessa forma, se o amido nao interfere de qualquer forma na reparagao
Ossea.

As quantidades em peso dos materiais foram calculadas
utiizando-se 0,01 mol para adequacdo das quantias volumétricas
apropriadas ao tamanho do defeito 6sseo. Desta maneira, as propor¢des
percentuais das substancias foram mantidas e estdo expressas no
Quadro 3.
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Quadro 3 - Porcentagem e peso dos materiais utilizados

% do material
Material % de amido % total
peso em gramas
Residronato
25% 75%
0,25 mol
0,76 g 2,299 100%
Residronato
50% 50%
0,50 mol
152¢ 153 ¢ 100%
Residronato
75% 25%
0,75 mol
2,28 ¢ 0,77 g 100%
Residronato
100%
1 mol
3,05¢ 0% 100%

Apés a determinacdo da quantidade em peso de cada
material, estes foram pesados em uma balanca de precisdao (AB 204 -
Metter Toledo), misturados por meio de uma vigorosa agitacdo em um

saco plastico e, posteriormente, foram armazenados em frascos plasticos.

4.4 Procedimentos cirargicos

Os procedimentos cirargicos foram realizados na sala
cirargica, do Biotério da Faculdade de Odontologia do Campus de Séao
José dos Campos - UNESP, cuidadosamente limpa e preparada para as
cirurgias. No momento da cirurgia, o operador e o auxiliar estavam

devidamente paramentados com avental, gorro, mascara e luvas de
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procedimento. Todo o instrumental e campos cirdrgicos foram
adequadamente esterilizados.

As ratas foram pesadas para calcular a dosagem ideal de
anestésico a ser administrada para cada animal. Em todas as cirurgias, foi
utilizada para anestesia uma solucédo aquosa a 2% de cloridrato de 2-(2,6-
xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (Rompun - Bayer do Brasil), substancia
sedativa analgésica e relaxante muscular e, ketamina base (Dopalen -
Agribrands do Brasil Ind. Com. Ltda.), anestésico geral, respectivamente,
na proporcao de 1,0 ml para 0,5 ml. A dosagem da solucéo injetada foi de
0,1 ml/100 g por via intramuscular, utilizando-se uma agulha e uma
seringa descartavel de 1,0 ml.

ApOs a indugdo anestésica dos animais, foi realizada a
depilacdo na regido do fémur esquerdo e antissepsia da pele utilizando
uma solu¢do aquosa de polividona, com 10% de iodo ativo (Hi-Odin -
Halex Istar Ltda.), por friccdo com gaze estéril presa por uma pinca porta-
agulha. A incisédo da pele, medindo aproximadamente 2,5 cm, foi
realizada utilizando-se uma lamina n®15 montada em bisturi do tipo Bard
& Parker, seguindo o sentido do longo eixo do osso. Posteriormente, a
pele foi afastada e os musculos da regido do terco distal do fémur
esquerdo foram divulsionados e afastados, a fim de expor o tecido 6sseo
para a confeccao do defeito 6sseo.

O defeito Gsseo foi realizado na regido de maior extensao
latero-lateral da diafise do fémur esquerdo, na sua porcao distal. O defeito
foi confeccionado utilizando uma broca trefina, medindo 2 mm de
didmetro interno e 2,5 mm de didmetro externo, montada em motor tipo
chicote, sob abundante irrigagdo com soro fisiolégico (NaCl 0,9%). A
broca foi posicionada perpendicularmente ao longo eixo do fémur e o
0SS0 compacto da cortical 6ssea anterior do fémur foi cortado de forma

circular.
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Posteriormente a esta etapa operatéria, o defeito 6sseo
foi lavado com soro fisioldégico e seco com gase estéril e, em seguida, o0
defeito 6sseo foi preenchido com os materiais descritos no Quadro 2.

Com a utilizagcdo de um porta-amalgama as substancias
foram colocadas dentro do defeito e acomodadas com um condensador
de amalgama, permanecendo dentro do defeito 6sseo e misturando-se ao
sangue proveniente da prépria ferida cirdrgica.

Por fim, apds a confeccdo dos defeitos 6sseos em todos
0s animais, os tecidos moles foram reposicionados e suturados com fio
reabsorvivel Catgut n®°4 (Cirumédica - Brasil). A pele foi suturada com

pontos simples utilizando fio de seda n°4 (Ethincon - Johnson & Johnson).

4.5 Eutanasia

Para a eutanasia dos animais foi utilizada anestesia geral
em dose excessiva, esta foi realizada decorridos sete e 21 dias da data
da cirurgia. O fémur esquerdo foi retirado e o tecido mole excedente foi
cuidadosamente removido. As pecas Osseas foram fixadas em uma
solucdo de formol a 10%, permanecendo armazenadas em frascos de
vidro, separadas de acordo com o0 grupo experimental, o tempo de

observacéo.

4.6 Analise dos resultados

Os fémures esquerdos, depois de fixados na solucédo de
formol a 10%, foram descalcificados em solucdo de EDTA durante
aproximadamente 90 dias. As pecas 0sseas foram aparadas, preparadas

para a inclusdo em parafina e submetidas a técnica histologica de rotina.
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Foram realizados cortes transversais do defeito O6sseo, com
aproximadamente 5 ym de espessura. As seccdes foram realizadas em
toda a extensdo do defeito 6sseo de forma semi-seriada. Assim, foram
confeccionadas dez laminas de cada peca 0ssea, que posteriormente
foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE - Merck & Co. Inc.) e
analisadas sob a microscopia de luz (Zeiss Axiophot 2 - Carl Zeiss,
Oberkdchen, Alemanha).

4.6.1 Analise histologica

Foram realizadas avaliacdes histologicas com relacdo a
neoformacdo Ossea, a presenca de trabéculas ésseas imaturas, a
remodelacdo destas trabéculas, a remodelacdo 6ssea na superficie de
corte, a presenca de espacos medulares, bem como a resposta tecidual
diante da implantacéo local do amido e do residronato de sédio no tecido

o0sseo dos fémures das ratas.

4.6.2 Anéalise histomorfométrica

A andlise histomorfométrica foi realizada com a utilizacéao
de um reticulo quadriculado composto por cem pontos de interseccéo
resultantes das interseccOes entre dez linhas verticais e dez linhas
horizontais. Este reticulo foi posicionado sobre o centro da imagem
histologica do defeito 6sseo, com um aumento original de cem vezes para
a contagem. Foram considerados todos os pontos de interseccao que
estavam sobrepostos a matriz 6ssea neoformada. A contagem foi

realizada na regido central do defeito 6sseo a partir de fotografias
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digitalizadas dos cortes histoldgicos, sendo que para cada animal, foram
analisados seis cortes. Desta forma, foram analisados seiscentos pontos
por animal. Para a planimetria por contagem de pontos foi utilizado o
programa Image J (versdo 1,32 para Windows, de dominio publico, do
Instituto Nacional de Saude, Bethesda, USA). Os valores numeéricos
obtidos da neoformagdo Ossea foram transformados em porcentagem e

submetidos a analise estatistica.

4.7 Analise estatistica

Os pontos (P) de interseccdo do reticulo sobre as
trabéculas 6sseas neoformadas foram divididos pelo total de pontos
existentes (P/600), fornecendo uma idéia da proporcao de osso formado
preenchendo o defeito 6sseo (média proporcional).

Todos os dados resultantes da analise histomorfométrica
foram submetidos a estatistica descritiva e a andlise de variancia
(ANOVA), utilizando como nivel de significancia a margem de erro de 5%.
Foram analisados os seis diferentes grupos experimentais (C, Am, Res
0,25, Res 0,50, Res 0,75 e Res 1), e os dois periodos de observacdo
(sete e 21 dias). Os resultados estatisticamente significativos foram
submetidos ao teste de Tukey.

A andlise de variancia e teste de Tukey foram realizados
com a utilizagdo do software STATISTICA for Windows verséo 5.5 (2000 —
Analytical Software Co.).



5 RESULTADOS

5.1 Analise histolégica

Os cortes de fémures de ratas foram seccionados
transversalmente na regido onde foi confeccionado o defeito 6sseo. Em
todos os grupos foram encontrados os defeitos 0sseos facilmente, pois
estes apresentavam margens bem definidas. Em alguns cortes foi
possivel a visualizacdo de quantidade variavel de tecido muscular
remanescente ao redor do fémur e de periésteo circundando a superficie
do osso cortical. Em nenhum dos periodos e tratamentos observados
verificou-se jungéo perfeita do osso novo com as bordas corticais do
defeito.

A descricdo histologica dos espécimes foi realizada
agrupando-se os diferentes periodos de observacao, isto foi feito para
facilitar a descricdo das caracteristicas semelhantes entre os cortes
histolégicos e possibilitar a comparacdo entre os diferentes grupos
experimentais dentro do mesmo periodo de tempo.
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5.1.1 Analise histolégica — sete dias

Nos cortes histolégicos realizados no periodo de sete dias
em todos os grupos foi possivel observar toda a extensdo do osso cortical
do fémur, o canal medular, o local do defeito ésseo e suas superficies de
cortes. O canal medular estava preenchido por quantidade variavel de
medula O0ssea e células inflamatdrias mono e polimorfonucleares. Estas
células eram abundantes nos grupos que receberam residronato de sodio.
Em todos os espécimes os defeitos foram encontrados facilmente com
suas superficies de corte nitidas (Figura 1 a-f).

Nos espécimes dos grupos C e Am as trabéculas 6sseas
neoformadas se anastomosavam ao longo do defeito 6sseo, porém sem
fecha-lo em extensdo. O periésteo circundava toda a periferia do corte
histoldgico, inclusive recobrindo o local do defeito 6sseo (Figura 1 a, b).

As distribuicbes das trabéculas 6sseas neoformadas dos
grupos C e Am eram semelhantes. As trabéculas apresentavam-se com
aspecto imaturo e o0s espacos medulares delimitados por essas
trabéculas eram preenchidos por tecido conjuntivo frouxo e células com
caracteristicas osteogénicas. Ao redor das trabéculas eram observados
osteoblastos ordenados em fileiras (Figura 2 a, b).

Os animais dos grupos tratados com residronato em todas
as concentracdes molares utilizadas apresentaram aspectos histolégicos
semelhantes entre si. O defeito 6sseo revelou-se, geralmente, preenchido
por coagulo sanguineo em organizagdo, composto por extensa rede de
fibrina e células inflamatérias mono e polimorfonucleares, estando
permeado por escassas areas de tecido de granulacdo em formacao
(Figura 2 c¢). Alguns espécimes apresentaram trabéculas 0sseas
neoformadas, de aspecto imaturo, localizadas préximas as margens do
defeito. Essas trabéculas eram delicadas, formadas por tecido ostedide e
permeadas por tecido de granulacdo e remanescentes de coagulo. Em
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alguns cortes, foi observada a presenca de trabéculas Osseas
neoformadas no interior do canal medular. Tais trabéculas eram
separadas por espacos medulares preenchidos por tecido hematopoiético
e infiltrado inflamatério misto (Figura 1 d, f; 2 c).

Nos grupos tratados com residronato de sbédio, foi
observada em alguns animais a presenca de uma neoformacdo 6ssea na
superficie externa do osso cortical. Esta neoformacdo Ossea foi
denominada em trabalhos anteriores de neoformacao 6ssea extra-cortical
subperiosteal (Fernandes, 2005; Canettieri et al., 2009). Sua localizacéo
era, geralmente nas areas mais distantes da regido do defeito em
reparacdo. Essa neoformacdo Ossea apresentava trabéculas separadas
por espacos preenchidos por tecido semelhante ao hematopoiético

presente no canal medular (Figura 1 e).
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Figura 1- Periodo de sete dias (vista panoramica dos defeitos experimentais): a) grupo
C: fechamento linear por trabéculas Osseas neoformadas (B; b) grupo Am: defeito
0sseo preenchido por trabéculas Osseas (M; c) grupo Res 0,25: defeito 6sseo
preenchido por rede de fibrina @; d) grupo Res 0,50: defeito 6sseo preenchido por rede
de fibrina @); e) grupo Res 0,75: area do defeito 6sseo preenchida por rede de fibrina @).
Neoformac@o Ossea extra-cortical subperiosteal (¢); f) grupo Res 1: defeito 6sseo
preenchido por rede de fibrina @). Aumento original de 25x; HE.
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Figura 2- Periodo de 7 dias: a) grupo C: fechamento do defeito linear por tecido 6sseo
neoformado; b) grupo Am: fechamento do defeito com trabéculas dsseas imaturas; c)
grupo Res 0,50: defeito 6sseo preenchido por rede de fibrina. Aumento original de 100x;

HE.
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5.1.2 Analise histolégica — 21 dias

As trabéculas Osseas formadas no interior do canal
medular e na regido do defeito 6sseo apresentavam maior maturacao no
periodo de 21 dias, quando comparadas ao observado no periodo de sete
dias. Além disso, notava-se uma reducdo do numero de células
inflamatorias, principalmente no local do defeito 6sseo.

O grupo C apresentou o fechamento do defeito 6sseo em
toda sua extensdo, com grande quantidade de trabéculas O6sseas
anastomosadas, unindo as margens do defeito em extensdo e
preenchendo toda a sua profundidade (Figura 3 a, 4 a).

No grupo Am, as anastomoses entre as trabéculas 6sseas
foram mais evidentes na superficie externa do defeito 6sseo, sendo que
na profundidade do defeito, estas eram mais esparsas e haviam espagos
medulares mais amplos entre as trabéculas (Figura 3 b, 4 b).

Os animais dos grupos que receberam residronato (Res
0,25; Res 0,50; Res 0,75; Res 1) apresentaram um padrao histologico
semelhante entre si. Ndo houve neoformacao 6ssea significativa em todos
0s animais, sendo esta restrita as margens do defeito 6sseo (Figura 3 c-f).
A éarea do defeito 6sseo apresentava-se preenchida por tecido de
granulacdo em estéagios de maturacao variados. Esse tecido apresentava-
se, na maioria dos cortes, bastante celularizado com poucas fibras
colagenas e focos de.células inflamatérias crénicas. A quantidade deste
tecido foi variavel entre os animais dos grupos experimentais que

receberam residronato (Figura 4 c-f).
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Figura 3 - Periodo de 21 dias (vista panoramica dos defeitos experimentais): a) grupo C:
fechamento em extensédo por tecido 6sseo neoformado (m); b) grupo Am: defeito 6sseo
preenchido por trabéculas 6sseas (m); c) grupo Res 0,25: defeito 6sseo preenchido por
tecido conjuntivo (#%. Neoformacdo 6ssea extra-cortical subperiosteal (¢). Trabéculas
O0sseas no canal medular @); d) grupo Res 0,50: defeito 6sseo preenchido por tecido
conjuntivo (%). Trabéculas dsseas no canal medular (=); e€) grupo Res 0,75: area do
defeito dsseo preenchida por tecido conjuntivo @), Trabéculas 6sseas no canal medular
™) Neoformacdo d6ssea extra-cortical subperiosteal(s); f) grupo Res 1: defeito ésseo
preenchido por tecido de granulacdo (e). Trabéculas ésseas no canal medular ().
Neoformacao éssea extra-cortical subperiosteal (¢). Aumento original de 25x; HE.
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Figura 4 - Periodo de 21 dias: a) grupo C: fechamento do defeito em extenséo por
tecido 6sseo neoformado; b) grupo Am: fechamento do defeito com trabéculas 6sseas;
¢) grupo Res 0,25: defeito 6sseo preenchido por tecido conjuntivo; d) grupo Res 0,50:
defeito 6sseo preenchido por tecido conjuntivo; e€) grupo Res 0,75: defeito 6sseo
preenchido por tecido conjuntivo; f) grupo Res 1: defeito dsseo preenchido por tecido de
granulacdo. Aumento original de100x; HE.
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A éarea do defeito 6sseo nos animais que receberam
residronato usualmente exibia trabéculas delicadas formadas por material
de aspecto ostedide e em alguns cortes foram observadas trabéculas
O0sseas anastomosadas num estagio maior de maturacdo. Essas
trabéculas constrataram com o o0sso cortical antigo, de padrdao lamelar,
compacto e bem organizado. Nao foram observados sinais de
remodelacdo dssea nessas trabéculas neoformadas.

Em todos os animais dos grupos experimentais que
receberam residronato foram observadas trabéculas 6sseas no interior do
canal medular. Estas trabéculas d6sseas apresentavam ostedcitos ora
volumosos, ora pequenos contidos em lacunas de tamanhos variados.
Tais trabéculas eram separadas por espacos medulares preenchidos
predominantemente, por tecido hematopoiético (Figura 3 c-f). Em alguns
espécimes foi observado o preenchimento de todo o canal medular por
trabéculas Osseas anastomosadas que delimitavam espacos
medulares.(Figura 5 a,b).

Na maioria dos animais dos grupos que receberam
residronato de soédio, foi observada neoformacdo Ossea extra-cortical
subperiosteal de aspecto trabecular localizada préximo ou mais distante
da area do defeito 6sseo, ou até mesmo circundando toda a extensdo
externa do fémur. Esta neoformacdo &ssea apresentava trabéculas
permeadas por espacos medulares e era revestida pelo periésteo. Era
nitido o limite entre essa neoformacdo Ossea extra-cortical e 0 0Sso
cortical compacto maduro. Em alguns animais ocorreu a separagao

desses tecidos, na regiao de uniao (Figura 3 c,e,f; 5 c).
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Figura 5 — Periodo de 21 dias: a) grupo Res 0,75: trabéculas 6sseas preenchendo a
regido do defeito e todo o canal medular. Aumento original de 25x; b) grupo Res 0,75:
mesmo espécime num aumento de 100x da regido do defeito; ¢) grupo Res 1:
mostrando a presenca de neoformacédo 6ssea extra-cortical evidente. Aumento original

de 25x HE.
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5.2 Anélise histomorfométrica

A anéalise histomorfométrica ofereceu dados numéricos da
guantidade de osso neoformado em cada grupo de estudo, em dois
diferentes periodos de observacdo. O numero absoluto de pontos (P) de
intersec¢cdo do reticulo sobre as trabéculas neoformadas e a média
proporcional de osso neoformado no interior do defeito 6sseo (P/600)

estdo apresentados nas Tabelas 1-6.

Tabela 1 - Resultado da contagem total de pontos (P) de intersecc¢éo do
reticulo sobre as trabéculas 6sseas neoformadas e a média proporcional
de osso neoformado no interior do defeito 6sseo (P/600) do grupo C, nos
periodos de sete e 21 dias

Grupo P(7) P/600(7) P(21) P/600(21)
C 174 0,29 275 0,458
C 171 0,285 233 0,388
C 79 0,131 253 0,421
C 144 0,24 155 0,258
C 147 0,245 240 0,4

P/600 (média proporcional).
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Tabela 2 - Resultado da contagem total de pontos (P) de intersecc¢éo do
reticulo sobre as trabéculas 6sseas neoformadas e a média proporcional
de osso neoformado no interior do defeito 6ésseo (P/600) do grupo Am,

nos periodos de sete e 21 dias

Grupo P(7) P/600(7) P(21) P/600(21)
Am 166 0,276 310 0,516
Am 157 0,261 204 0,34
Am 79 0,131 190 0,316
Am 144 0,24 151 0,251
Am 135 0,225 258 0,43

P/600 (média proporcional).

Tabela 3 - Resultado da contagem total de pontos (P) de interseccéo do
reticulo sobre as trabéculas 6sseas neoformadas e a média proporcional
de osso neoformado no interior do defeito 6sseo (P/600) do grupo Res
0,25, nos periodos de sete e 21 dias

Grupo P(7) P/600(7) P(21) P/600(21)
Res 0,25 0 0 6 0,01
Res 0,25 0 0 85 0,141
Res 0,25 0 0 128 0,213
Res 0,25 0 0 195 0,325
Res 0,25 S 0,008 128 0,213

P/600 (média proporcional).
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Tabela 4 - Resultado da contagem total de pontos (P) de intersecc¢éo do
reticulo sobre as trabéculas 6sseas neoformadas e a média proporcional
de osso neoformado no interior do defeito 6ésseo (P/600) do grupo Res
0,50, nos periodos de sete e 21 dias

Grupo P(7) P/600(7) P(21) P/600(21)
Res 0,50 0 0 13 0,021
Res 0,50 0 0 35 0,058
Res 0,50 0 0 17 0,028
Res 0,50 0 0 13 0,021
Res 0,50 0 0 6 0,010

P/600 (média proporcional)

Tabela 5 - Resultado da contagem total de pontos (P) de interseccédo do
reticulo sobre as trabéculas 6sseas neoformadas e a média proporcional
de osso neoformado no interior do defeito 6ésseo (P/600) do grupo Res
0,75, nos periodos de sete e 21 dias

Grupo P(7) P/600(7) P(21) P/600(21)
Res 0,75 0 0 28 0,046
Res 0,75 0 0 71 0,118
Res 0,75 0 0 0 0
Res 0,75 0 0 2 0,003
Res 0,75 0 0 189 0,315

P/600 (média proporcional).
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Tabela 6 - Resultado da contagem total de pontos (P) de intersecc¢éo do
reticulo sobre as trabéculas 6sseas neoformadas e a média proporcional
de osso neoformado no interior do defeito 6sseo (P/600) do grupo Res 1,
nos periodos de sete e 21 dias

Grupo P(7) P/600(7) P(21) P/600(21)
Res 1 0 0 40 0,066
Res 1 0 0 0 0
Res 1 0 0 0 0
Res 1 0 0 31 0,051
Res 1 0 0 0 0

P/600 (média proporcional).

5.3 Andlise estatistica

Os dados obtidos a partir da analise histomorfométrica
foram submetidos a andlise estatistica descritiva e a analise de variancia
(ANOVA) com duas variaveis conhecidas (grupos experimentais e periodo
de observacdo). Na Tabela 7 estdo apresentados os resultados da
estatistica descritiva (média e desvio-padréo). A representacdo grafica da

analise estatistica descritiva se encontra na Figura 6.
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Tabela 7 — Estatistica descritiva referente aos grupos experimentais (C,
Am, Res 0,25, Res 0,50, Res 0,75, Res 1) nos periodos de sete e 21dias

Grupos Periodo Média DP N
C 7 0,238 0,064 5
Am 7 0,226 0,056 5
Res 0,25 7 0,001 0,003 5
Res 0,50 7 0,000 0,000 5
Res 0,75 7 0,000 0,000 5
Res 1 7 0,000 0,000 5
C 21 0,385 0,075 5
Am 21 0,370 0,103 5
Res 0,25 21 0,180 0,116 5
Res 0,50 21 0,027 0,018 5
Res 0,75 21 0,096 0,131 5
Res 1 21 0,023 0,032 5

Apos a realizacéo do teste ANOVA foi verificada diferenca
estatisticamente significante entre os periodos avaliados (p=0,0000), entre
0s grupos experimentais (p=0,0000), mas nédo na interacado dessas duas
variaveis (p=0,0593) (Tabela 8).



Tabela 8 — Andlise de variancia
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Variaveis Soma dos Grau de Quadrado
quadrados liberdade meédio F P
Grupos 0,97110 5 0,19422 41,76  0,0000
Periodo 0,15862 1 0,15862 34,10 0,0000
Interacao 0,05352 5 0,01070 2,3 0,0593
Erro 0,22326 48 0,00465
Total 1,40651 59

estatisticamente significantes entre o0s

Uma vez que a andlise de variancia acusou diferencas

fatores abordados (grupo

experimental e periodo de observacgao ), tornou-se necessaria a aplicacdo
do teste de Tukey a 5% (Tabela 9).
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Tabela 9 — Formacao de grupos homogéneos apos o teste de Tukey (5%)
para as variaveis grupos experimentais e periodo de observacdo, em

relacdo a média de neoformacéo 6ssea

Grupos Grupos Periodo de
homogéneos experimentais observacgéao Média
A C 21 0,3850
AB Am 21 0,3706
ABC C 7 0,2382
BC Am 7 0,2266
C Res 0,25 21 0,1804
CD Res 0,75 21 0,0786
D Res 0,50 21 0,0276
D Res 1 21 0,0234
D Res 0,25 7 0,0080
D Res 1 7 0,0000
D Res 0,50 7 0,0000
D Res 0,75 7 0,0000

*médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente a 5%

Analisando a Tabela 9, verificamos que ndo houve

diferencas estatisticamente significativas entre os grupos C e Am nos

periodos de sete e 21 dias. N&o houve diferenca estatistica entre os dois

periodos de estudo para os grupos Res 0,50, Res 0,75 e Res 1. Os

grupos Res 0,25 e Res 0,75 de 21 dias nao diferiram entre si, apesar do

grupo Res 0,25 apresentar a maior média. Os grupos C e Am de 21 dias

apresentaram os melhores resultados.



6 DISCUSSAO

Nesse estudo utilizamos ratas como animal experimental,
pois estes animais, além de apresentarem metabolismo acelerado que
possibilita utilizar tempos mais curtos de observacdo, sdo de facil
manutencdo. Varias pesquisas utilizam esse animal como modelo
experimental para testar farmacos ou materiais, pois os tecidos desses
séo semelhantes aos dos humanos (Volpon et al., 2008; Mahl et al., 2009;
Iwamoto et al., 2009; Pereira Alves et al.,, 2009). Para o estudo da
regeneracdo 0ssea uma das metodologias mais utilizadas € o reparo de
defeitos 6sseos, pois ao contrario das fraturas, os defeitos sdo menos
propensos a fatores mecéanicos e obstru¢bes do suprimento sanguineo
(Schenk, 1996). Nesta pesquisa elegemos essa metodologia, e para a
realizacdo dos defeitos nos fémures utilizamos broca de aco trefina, tipo
de instrumento rotatério que tem sido utilizado em outros trabalhos
cientificos (Jaime et al., 2005; Fernandes, 2005; Canettieri et al., 2009),
pela facilidade de se padronizar o diametro das cavidades 0sseas.

Na presente pesquisa, utilizamos o residronato de sédio,
um aminobifosfonato, localmente nos defeitos 6sseos, com a intencéo de
verificar o reparo e a neoformacéo 0ssea por meio de analises histologica
e histomorfométrica. Embora o mecanismo basico de acdo dos
bisfosfonatos seja a sua capacidade de inibir a reabsorcdo Ossea
(Compston, 1994; Fleisch, 1998; Szejnfeld, 2000; Neves et al., 2003), por
uma acao direta sobre os osteoclastos e por um efeito indireto mediado
pelos osteoblastos que liberam inibidores do recrutamento e de atividade
osteoclastica (Warner, 2000; Kulak; Bilezikian, 2000; Kwak et al., 2009),
alguns trabalhos tém demonstrado que os bisfosfonatos apresentam
outros efeitos como controle da proliferacédo e diferenciacdo osteoblastica
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e, regulam a secrecdo de vérias citocinas e fatores de crescimento
(Giuliani et al., 1998; Knoch et al., 2005). Além disso, os bisfosfonatos
podem regular a expressdo de alguns genes relacionados com a
formacédo 6ssea (Valenti et al.,, 2010; Zhou et al., 2011; Wang; Stern,
2011). Todos esses achados apoiam a hipdtese de que os bisfosfonatos
também apresentam atividade anabdlica no tecido 6sseo.

Neste estudo utilizamos como unidade, para dosar as
substancias, massa molecular e mol. Isto foi feito porque assim
disponibilizamos a molécula de residronato de sodio no interior da
cavidade Ossea. Esta metodologia ja foi utilizada em outros trabalhos com
alendronato de sddio (Fernandes, 2005; Komatsu et al., 2008; Canettieri
et al., 2009). Utlizamos o residronato de sédio em diferentes
concentracfes molares. Dessa forma, para que as quantidades em peso
dos grupos ficassem semelhantes, houve a necessidade de adicionarmos
o0 amido que é uma substancia inerte ao residronato. Além disso, em
outros trabalhos foi mostrado que o amido néo influéncia no processo de
reparacao 0ssea (Fernandes 2005; Canettieri et al., 2009).

Com relacdo ao uso local de bisfosfonatos varios
trabalhos na literatura demonstraram que essa via também é eficaz
(Adachi et al., 1994; Meraw et al., 1999; Yaffe et al., 2000; Levin et al.,
2001; Shibata et al., 2004; Kajiwara et al., 2005; Menezes et al., 2005;
Komatsu et al., 2008). Além disso, reacdes adversas, embora raras, sao
mais frequentes com o uso de bisfosfonatos por via oral ou intravenosa, e
a grande maioria dos casos de osteonecrose associada ao uso de
bisfosfonatos € de pacientes que foram tratados com bisfosfonato
intravenoso (Ruggiero et al., 2004; Marx et al., 2007; Yarom et al., 2007).

O residronato de sodio é um medicamento utilizado no
tratamento da osteoporose humana. Trabalhos cientificos utilizaram uma
amostra significativa de pacientes com osteoporose que faziam
tratamento com residronato e constataram diminuicdo de fraturas

vertebrais e aumento da densidade mineral éssea (Watts et al., 2003;
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Chevalier et al., 2010). No entanto, Senra (2009) estudando o reparo
0sseo de defeitos cirargicos, em ratas ovariectomizadas, observou que o
residronato aumentou os valores de microdureza e de modulo de
elasticidade mas, atrasou a remodelacdo do calo 6sseo. Devido a este
fato, alguns autores acreditam que isto pode impedir a reparacdo de
microlesbes o0 que poderia ocasionar uma diminuicdo das propriedades
biomecanicas do osso (Mashiba et al., 2000; Mashiba et al., 2001; Turner,
2002). Esta hipotese, entretanto, difere dos estudos de Allen et al. (2006),
gue observaram um aumento no nimero de microlesdes em vértebras de
caes tratados com residronato, mas nao encontraram correlagdo deste
dado com nenhuma alteracéo na propriedade mecéanica do 0sso.

Ha estudos com ratas osteoporéticas induzidas por
glicocorticéides, que avaliaram a acdo do residronato sobre o tecido
0sseo. Balooch et al. (2007) e Ilwamoto et al. (2009) perceberam que o
residronato, por via subcutanea, impediu as mudancgas locais no tecido
0sseo que sao induzidas por glicocorticéides. Mahl et al. (2009) também
administraram residronato, por via subcutanea, e observaram que o
residronato recupera a proporcdo de trabéculas 6sseas diminuidas pela
acao do glicocorticoéide.

Estudos experimentais em animais avaliaram os efeitos
do residronato na reparacdo 0ssea de defeito cirurgico e os resultados
obtidos mostraram que este farmaco ndo exerceu efeito estimulador sobre
o reparo 0sseo (Piai et al., 2005; Senra, 2009). Ja Oliveira et al. (2004) e
Ferreira Junior et al. (2008) administrando residronato, por via oral, em
animais com fraturas em tibias obtiveram resultados favoraveis: O
residronato contribuiu para a formacdo de tecido 6sseo maduro e de
qualidade.

Os resultados obtidos na presente pesquisa
demonstraram que a aplicacdo local do residronato de sodio, nao
favoreceu o processo de formacao 6ssea no local do defeito cirdrgico. No

entanto, foi observada a presenca de uma neoformacdo Ossea na
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superficie externa do osso cortical. Esta neoformacdo oOssea foi
denominada em trabalhos anteriores de neoformacgéo 0ssea extra-cortical
subperiosteal (Fernandes, 2005; Canettieri et al., 2009). Essa
neoformacdo Ossea extra cortical ficava localizada, geralmente, na regiao
oposta ao defeito 0Osseo, na maioria dos animais dos grupos
experimentais, principalmente no periodo de 21 dias. Além disso, foi
observada nos animais tratados com residronato, a formacdo de
trabéculas 0sseas no interior do canal medular, sendo que em alguns
espécimes essas trabéculas ésseas preenchiam totalmente o canal
medular. Tais caracteristicas também foram observadas em outros
trabalhos com o uso local de alendronato sodico (Fernandes, 2005;
Canettieri et al., 2009) e com residronato de sodio por via sistémica
(Senra, 2009). Essas formacdes Osseas, extra-cortical e no interior do
canal medular, podem encontrar respaldo no trabalho de Reinholz et al.
(2000), que estudando a acdo de vérios bisfosfonatos em cultura de
medula 6ssea de fetos humanos, verificaram uma acdo metabolicamente
positiva desse farmaco sobre a medula 6ssea com aumento de
diferenciacdo e das atividades formadoras de o0sso pelos osteoblastos.
Porém, verificaram também, que concentracfes muito altas desses
farmacos diminuiram a proliferacao osteoblastica.

Os efeitos dos bisfosfonatos sobre os osteoblastos séo
complexos. Alguns bisfosfonatos estimulam a proliferacéo e diferenciacao
de osteoblastos, enquanto outros tem efeito inibitorio. Além disso, um
efeito dependente de dosagem tem sido relatado por varios autores que
pesquisaram diferentes concentracdes de bisfosfonatos sobre células
osteoblasticas (Reinholz et al., 2000; Corrado et al., 2010; Wang; Stern,
2011).

Acreditamos, baseados em outros trabalhos da literatura
(Giuliani et al., 1998; Reinholz et al., 2000; Corrado et al., 2010; Wang;
Stern, 2011; Zhou et al, 2011), que concentracbes elevadas de

residronato de sédio na regido do defeito cirdrgico podem ter afetado a



62

viabilidade dos osteoblastos, prejudicando a sua capacidade proliferativa
e consequentemente a neoformacdo Ossea. Contudo, devido a
distribuicdo do farmaco pela corrente sanguinea uma menor quantidade
de suas moléculas podem ter atingindo sitios mais distantes da regiao do
defeito favorecendo a neoformacéo 6ssea extra-cortical subperiosteal.
N&o encontramos, nos animais dos grupos tratados com
residronato no periodo de sete dias, praticamente nenhuma formacao
0ssea no local do defeito cirdrgico, sendo este local preenchido por uma
rede de fibrina e infiltrado inflamatério misto. Este achado demonstra que
o residronato de sodio em todas as concentragcdes molares retardou a
reparacao 0ssea, quando comparado ao grupo controle e amido em que
podiam ser observadas algumas trabéculas dsseas imaturas nesse
mesmo periodo observado. Dados semelhantes foram observados por
Piai et al. (2005), demonstrando que o residronato ndo favoreceu a
reparacao 0ssea de defeitos cirurgicos realizados em fémures de ratos.
Analisando qualitativamente NOSSOS resultados,
observamos que, em ambos os periodos estudados, comparando as
médias de neoformacdo 6ssea dos grupos experimentais, as maiores
médias de neoformacdo 6ssea ocorreram nos grupos controle e amido.
Em relacdo aos grupos que receberam residronato, apesar de nédo serem
diferentes estatisticamente, no periodo de 21 dias, observamos que a
maior média foi a do Res 0,25. Este nosso resultado € semelhante ao de
outros trabalhos da literatura nos quais os melhores resultados obtidos
foram dos grupos com menores concentracdes de bisfosfonatos, onde
foram observados maiores proliferacdes de células osteogénicas (Giuliani
et al., 1998; Zhou et al., 2011). No entanto, esse resultado diferiu dos
achados de Corrado et al. (2010), que relataram néao terem observado
nenhum efeito do zoledronato, um bisfosfonato da terceira geracdo, na
proliferacdo de células osteogénicas com baixas concentracdes (10° e
10®). Mas, observaram que em concentracoes de 10”7 o zoledronato

estimulou a proliferagdo celular. Por outro lado, concentragbes superiores
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a 107 reduziram significantemente a proliferacdo celular de maneira
dose-dependente.

Ha dificuldade de se justificar a auséncia de formacado de
ponte O0ssea na maioria dos espécimes dos grupos tratados com
residronato em diferentes concentracbes molares, principalmente no
periodo de 21 dias, quando o grupo controle ja exibia fechamento 6sseo
em extensdo na regido do defeito. Possivelmente, o uso local do
residronato no defeito cirdrgico tenha ocasionado um efeito toxico sobre
as células responsaveis pelo processo de reparacdo por tecido 6sseo.
Além disso, o residronato pode ter retardado a formacg&o do tecido de
granulacdo, fundamental para a sequéncia desse processo, devido ao
efeito inibitério dos bisfosfonatos sobre a angiogénese (Santini et al.,
2002; Zervas et al., 2006)

Os resultados encontrados neste trabalho, com relacéo a
utilizacdo local do residronato de sodio em diferentes concentragdes
molares, séo dificeis de serem comparados e discutidos, uma vez que na
literatura os trabalhos que utilizaram metodologia semelhante diferiram no
farmaco, pois pesquisaram o alendronato de sodio (Yaffe et al., 1997,
Shibata et al., 2004; Fernandes, 2005; Canettieri et al., 2009). Atualmente,
ainda ndo se encontram na literatura trabalhos com o uso local de
residronato em diferentes concentragfes molares em defeitos 6sseos.

Apesar da acgéo local do residronato de sodio na regido do
defeito ndo ter favorecido o processo de reparacdo por tecido 6sseo,
acreditamos que este farmaco possa ter acdo anabolica neste tecido,
devido a neoformacdo 6ssea subperiosteal e a formacdo de trabéculas
0sseas no interior do canal observados na maioria dos animais tratados
com residronato. Para compreendermos melhor esses achados, mais
trabalhos com metodologias semelhantes e técnicas aprimoradas deverao

ser realizados.



7 CONCLUSAO

concluir que:

Baseados nos resultados obtidos nesse trabalho podemos

a) O amido néo interferiu no reparo 6sseo nos fémures

de ratas nos dois periodos de observacgéo;

b) O residronato de so6dio em todas as concentracfes
utilizadas prejudicou a neoformacdo 6ssea no local do

defeito;

c) Evidenciou-se uma neoformacédo 6ssea extra-cortical
subperiosteal na maioria dos animais dos grupos
experimentais, onde o residronato de sédio foi usado,
principalmente no periodo de 21 dias.
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