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RESUMO

Os scaffolds sdo arcaboucos ou suportes de estruturas tridimensionais que
desempenham um papel importante durante a regeneracdo dos tecidos. Os
scaffolds permitem a penetracdo de células e nutrientes nos tecidos, bem como a
fixacdo, migracdo, diferenciacdo, proliferacdo e crescimento das células, além da
remocado de residuos metabdlicos. A osteonecrose dos maxilares induzida por
bisfosfonatos € uma doenca que apresenta lesdo agressiva que pode evoluir
rapidamente e resultar em sequelas funcionais, estéticas e psicolégicas importante
para os pacientes. Assim, este estudo objetiva avaliar a implantacdo de scaffolds a
base de quitosana, hidroxiapatita e alginato de sédio na prevencdo da osteonecrose
maxilar induzida por bisfosfonato. O estudo experimental foi realizado com 48 ratos
machos Wistar. Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos (n=24, de
acordo com o tempo de eutanasia). Cada grupo foi dividido em quatro subgrupos
(n=6): | - Controle (salina + exodontia); Il — Acido Zoledrdnico (AZ) 0,6 mg/kg +
exodontia; Ill — AZ + exodontia + scaffold quitosana/alginato de sédio/hidroxiapatita
(Ch/NaAlg/Hap) 1:1:0,2; IV - AZ + exodontia + scaffold Ch/NaAlg/Hap 1:1:0,6. Apés
eutanasia (15 ou 30 dias apds ultima administracdo de acido zoledrbnico), as
maxilas foram avaliadas quanto as alteracdes alveolares e clinicas, por meio de
exames radiograficos e histologicos. O sangue foi avaliado para parametros
hematolégicos e bioquimicos (fungbes hepatica e renal, e calcio), utilizando kits
comerciais. Analise de variancia de uma via (ANOVA) e teste de Chi-quadrado foram
aplicados, e valores de p<0,05 foram considerados significantes. Na evolugao de
massa corpérea, ndo houve diferenca estatistica entre os subgrupos nos dois
tempos de eutanasia, demostrando que a exodontia e a insercdo dos scaffolds néo
interferiam no consumo de alimento. As imagens radiolégicas nao foram
conclusivas. Entretanto, com a avaliagdo histopatologica, observou-se significativa
osteonecrose no grupo tratado com AZ. A implantacdo dos scaffolds, apesar do
processo inflamatorio, da presenca de colbnias bacterianas e da osteomielite,
conseguiu prevenir a osteonecrose. No tempo de eutanasia de 30 dias, em 50% dos
animais do grupo scaffold 0,2 ocorreu osteogénese. Com relacdo a analise
hematolégica, no grupo com eutanasia de 15 dias, um aumento no numero de

hemacias e plaquetas foi observado no subgrupo Il guando comparado ao outros



subgrupos. A concentracdo da hemoglobina e do hematécrito diminuiram no
subgrupo IV comparado ao grupo Il. A atividade das transaminases hepaticas e de
creatinina aumentaram significativamente no subgrupo Il quando comparado ao
controle. A concentracdo de célcio aumentou no subgrupo IV comparado ao Il. No
grupo com eutanasia de 30 dias, nenhuma diferenca entre os grupos foi observada
para nenhum parametro. Concluiu-se que o AZ induziu osteonecrose no grupo que
recebu apenas o medicamento. Os scaffolds (0,2 e 0,6) foram eficazes, pois foram
capazes de prevenir este processo nos respectivos grupos. Todavia, os scaffolds
ndo foram capazes de reduzir processo inflamatério e ndo apresentaram
caracteristica antimicrobiana. Por outro lado, os scaffolds se mostraram seguros
guando se avalia a funcdo hepatica e renal. Alguns parametros hematoldgicos

sofreram alteracdes pelos scaffold, as quais retornaram a normalidade com o tempo.

Palavras-chave: Acido Zoledrdnico; Osteonecrose; Scaffold; Regeneracdo Ossea.



ABSTRACT

Scaffolds are platforms or supports of three-dimensional structures that play
an important role during tissue regeneration. Scaffolds allow the penetration of cells
and nutrients in tissues, as well as cells fixation, migration, differentiation,
proliferation and, besides the removal of metabolic waste products. Bisphosphonate-
induced jaw osteonecrosis is a pathology with aggressive injury of rapid evolution,
which can result in functional, aesthetic and psychological sequelae that are
important for patients. Thus, this study aims to establish an experimental model of
osteotomy for scaffold insertion, and to evaluate the application of a scaffold made
with chitosan and hydroxyapatite in the prevention of bisphosphonate-induced jaw
osteonecrosis. The experimental study was carried out with 48 male Wistar rats.
Animals were randomly divided in two groups (n=24, according to the euthanasia
time: 15 or 30 days after the last AZ administration). Each group was divided in four
subgroups (n=6): | — Control (saline + teeth extraction); Il — Zoledronic acid (ZA) 0.6
mg/kg + teeth extraction; Ill — ZA + teeth extraction + scaffold chitosan/sodium
alginate/hydroxyapatite (Ch/NaAlg/Hap) 1:1:0.2; IV - ZA + teeth extraction + scaffold
Ch/NaAlg/Hap 1:1:0.6. After euthanasia, jaws were evaluated for alveolar and clinical
alterations, by radiographic and histological exams. Blood was evaluated for
hematological and biochemical parameters (hepatic and renal functions, and calcium
levels) using commercial kits. One way Analysis of variance (ANOVA) and Chi-
square test were applied, and p values < 0.05 were considered significant. In the
evolution of body mass, there was no statistical difference among the subgroups in
the two euthanasia times, showing that the teeth extraction and the insertion of the
scaffolds did not affect the food consumption. The radiological images were not
conclusive. However the histopathological evaluation showed significant
osteonecrosis in the group treated with ZA. Scaffold’s implantations, despite the
inflammatory process the bacterial colonies and the osteomyelitis, were able to
prevent the osteonecrosis. At the 30-day euthanasia, 50% of the subgroup Il had
osteogenesis. Regarding hematological analysis, in the 15-day euthanasia, an
increase in the number of red blood cells and platelets was observed in the subgroup
I when compared to the other subgroups. Hemoglobin and hematocrit
concentrations decreased in subgroup IV compared to subgroup Il. The activity of

hepatic transaminases increased significantly in subgroup II when compared to



control. The creatinine concentration increased significantly in subgroup Il compared
to control. Calcium concentration increased in subgroup IV compared to Il. In the 30-
day euthanasia group, no difference among the groups was observed for any
parameter. It was concluded that AZ induced osteonecrosis in the group receiving
the drug alone. Scaffolds (0.2 and 0.6) were effective to prevent this process in the
respective groups. However, scaffolds were not able to reduce the inflammatory
process and did not present an antimicrobial characteristic. On the other hand,
scaffolds were safe when assessing liver and kidney function. Some hematological
parameters were altered by the scaffold, which returned to normal concentrations

over time.

Keywords: Zoledronic acid; Osteonecrosis; Scaffold; Bone regeneration.
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Apresentagao 17

1 APRESENTACAO

Os bisfosfonatos sdo medicamentos empregados para inibir a reabsorcao
0ssea em pacientes com osteoporose, doenca de Paget, cancer metastatico,
mieloma multiplo, além de reverter a hipercalcemia da malignidade dos tumores,
promovendo a apoptose dos osteoclastos, além de outras fungcbes que visam a
inibicdo da reabsorcdo 0ssea. Entretanto, esta classe de medicamentos pode trazer
complicacBes aos pacientes que a utilizam, como osteonecrose devida a exposicao
do osso da maxila ou mandibula em paciente que € ou ja foi submetido a algum tipo

de tratamento com bisfosfonatos.

A osteonecrose dos maxilares induzida por bisfosfonatos € uma doenca que
apresenta lesdo agressiva que pode evoluir rapidamente e resultar em sequelas
funcionais, estéticas e psicologicas importante para os pacientes. Estes aspectos
sdo particularmente preocupantes, pois a literatura ainda permanece sob um
contexto de incertezas no que se refere a abordagens terapéuticas e preventivas

para esta doenca.

O termo biomaterial é definido como qualquer substancia ou combinacgao
destas, que pode ser utilizado para reparar ou substituir, parcial ou totalmente,
qualquer tecido, 6rgdo ou funcdo do corpo. Os biomateriais ndo devem ser téxicos,
nem produzir substancias toxicas, e devem ser compativeis com os tecidos do
corpo. Os scaffolds sdo arcaboucos ou suportes tridimensionais temporarios e
biodegradaveis, com papel critico na criacdo de um novo tecido, quer seja in vivo ou
in vitro. Os scaffolds tém como fungdes principais promover a migracao e adesao
celular e fornecer fatores bioquimicos, para permitir a difusdo de nutrientes vitais as
células, aléem de exercer influéncias mecanica e biologica para modificar o

comportamento da fase celular.

Diante do exposto, este trabalho foi conduzido no intuito principal de
padronizar um modelo experimental de osteotomia induzida por bisfosfonato em
ratos Wistar para insercdo de scaffold. Estes scaffolds a base de quitosana e
hidroxiapatita, previamente desenvolvidos e avaliados in vitro, foram aplicados no
modelo experimental para avaliacdo da prevencdo de osteonecrose maxilo-
mandibular. Fundamentado nesta aplicacdo, o estudo foi conduzido baseado nas
perguntas: Em situacdes de degeneracdo do tecido ésseo, os scaffolds estudados
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poderiam minimizar os efeitos inflamatorios decorrentes da exposicdo ao
bisfosfonato? Estes scaffolds poderiam ser utilizados na prevencédo da regeneracao
0ssea? E em caso positivo, eles seriam seguros para os demais tecidos/sistemas do

organismo, como sistema hepético e renal?
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Tecido Osseo

O tecido 6sseo € um tecido rigido e tem como funcéo suporte, protecédo e
locomocé&o. Os principais reguladores da massa 0ssea do adulto sdo os hormdnios,
a ingestdo de célcio e a atividade fisica (KATCHBURIAN; ARANA, 2004). Ele pode
se apresentar, macroscopicamente, como 0ss0s compactos, formados por partes
sem cavidades, e 0ss0s esponjosos, formados por partes com muitas cavidades
intercomunicantes que acomodam a medula Ossea. As superficies internas e
externas dos 0ssos sdo revestidas por células osteogénicas e tecido conjuntivo, que
constituem o enddosteo e o periésteo, cujas principais funcdes sdo a nutricdo deste
tecido (KATCHBURIAN; ARANA, 2004; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Histologicamente, existem dois tipos de tecido ésseo, chamados de primério e
secundario. O tecido primario (ou imaturo) se apresenta de forma amorfa, as fibras
colagenas ndo sdo organizadas e o tecido tem menor quantidade de cristais de
hidroxiapatita. E 0 secundario (maduro ou lamelar) apresenta as fibras colagenas
dispostas em lamelas paralelas e concéntricas em torno dos canais de Harvers,
podendo formar 0 0sso compacto ou o esponjoso (COTRAN; KUMAR, 2005).

O tecido 6sseo é composto por trés diferentes tipos de células com
associacdo a matriz 0ssea: 0s osteoblastos, os ostedcitos e osteoclastos, como
mostra a figura 1.

Os osteoblastos (originados das células osteogénicas) sao células
encontradas nos ossos em formacgao; sao ricas em reticulo endoplasmatico rugoso,
e produzem a matriz extracelular dos ossos (MARKS; ODGREN, 2002). O colageno
tipo | é a principal proteina na matriz 6ssea, representando cerca de 90% da matriz
organica (GEHRON, 2002).

Os ostedcitos sao células menores alojadas no interior da matriz extracelular
calcificada e possuem citoplasmas em cujas extremidades ocorrem a difusdo de
metabolitos que os nutrem, e € devido a essa atividade que o tecido 0sseo se
mantém vivo (MOHAMED, 2008). JA4 os osteoclastos sdo células gigantes e
multinucleadas resultantes da fusdo de macréfagos e séo responsaveis pela
reabsorcdo 6ssea (SODEK; MCKEE, 2000; KATCHBURIAN; CERRI, 2002).
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Figura 1. Tipos de células do tecido 6sseo
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Fonte: TORMENA, 2009

Este tecido esta em constante remodelacdo — ou remodelamento por meio da
reabsorcédo e da formacéo de novo tecido 6sseo (Figura 2). Para isso, a formacgéo de
novo 0sso parte dos processos acoplados, respectivamente, por duas células
diferentes: os osteoclastos, responsaveis pela reabsorcéo 6ssea, e os osteoblastos,
encarregados da formacdo 0ssea. O crescimento dos 0ssos consiste na formacéo
de tecido 6sseo novo, associado a reabsor¢do parcial de tecido ja formado; assim os
0SS0s conseguem manter sua forma enquanto crescem (SILVA et al., 2007). Ja no
periodo de reabsorcdo, a estrutura 6ssea € dissolvida e digerida pelos acidos e
enzimas proteoliticas produzidos pelos osteosclastos, para remocado do 0SSO
envelhecido (RUIMERMAN, 2005).

Os osteoblastos s@o responsaveis ndo s6 pela formacdo da matriz dssea,
mas também pela sua mineralizacdo, que se da por cristais de fosfato de calcio (Ca-
P), sob a forma de hidroxiapatita, que assenta numa organizada matriz colagénica
(fase orgéanica), fazem a deposicdo dos ostedcitos e mineralizam-os, para a
formacdo de um novo osso. Quando os osteoblastos param de sintetizar a parte
organica do 0sso, transformam-se em células que revestem a nova superficie 6ssea.
Essas células de revestimento ficam altamente aderidas na matriz 6ssea através da
rede de canaliculos (RUIMERMAN, 2005).
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A revigoracdo do reparo neste tecido estd condicionada a determinadas
condicdes, tais como amplo suprimento sanguineo, estabilidade mecanica, presenca
de um arcabouco tridimensional e tamanho do sitio lesionado. Em

regides em que a morfologia e o tamanho do defeito sdo grandes e criticas
para que ocorra o reparo, 0 mecanismo regenerativo fica limitado e, ha formacéo de
cicatriz fibrosa (KIM et al., 2006).

Figura 2. Esquema do processo de remodelacdo 6ssea em que a estrutura éssea é
dissolvida e digerida pelos osteoclastos, e os osteoblastos sdo encarregados da

formacéao 6ssea

Processo de remodelacdo dssea
& sinal endodsteo
mondcite
@Fe
Pré-osteoclasto@
.’ ;\. Pré-osteblasto

@ (o)

osteoblasto

ostedcito Células osseas alinhadas

ostedide
0SSO NOvVo

osso velho

Processo simplificado de remodelagao ossea

Pré-osteoblastos

monaocitos
osteoblastos
osteoclastos & N

osteocitos

.'oo'
e
-

Fonte: TORMENA, 2009

2.2 Bisfosfonatos: Estrutura Molecular e Mecanismo de Acéo

Os bisfosfonatos (BFs) sdo analogos sintéticos do pirofosfato inorganico
(Figura 3), em que o atomo oxigénio central é substituido pelo carbono. Os BFs
apresentam uma estrutura quimica P-C-P (fosforo—carbono-fésforo) (Figura 3), que é

responsavel por sua ligacdo a matriz 6ssea e confere resisténcia a hidrélise das
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fosfatases. Os BFs se ligam fortemente a hidroxiapatita da superficie 6ssea e
agem preferencialmente em sitios de grande formacdo e remodelacdo Ossea. Os
BFs podem inibir a precipitacdo dos fosfatos de calcio, causar regressdo da
transformacao da fase amorfa da hidroxiapatita para a fase cristalina e inibicdo da
dissolugcéo (CARVALHO et al., 2010).

A estrutura quimica geral apresenta duas cadeias nomeadas genericamente
de R1 e R2. A primeira cadeia R1 é curta, e € responsavel pelas propriedades
quimicas e farmacocinéticas dos BFs, além de conferir, em conjunto com o0s
grupamentos fosfatos, grande afinidade ao tecido 6sseo. Ja a cadeia R2 € longa e
determina a poténcia antirreabsortiva e o mecanismo de acéo farmacolégico do BF
(BRAUN; LACONO, 2005).

Figura 3. Estrutura quimica do pirofosfato (em A) e estrutura quimica geral dos

bisfosfonatos (em B)
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Fonte: Adaptado de FERNANDES; LEITE; LANCAS, 2005

Os BFs podem ser divididos em dois subgrupos: com ou sem nitrogénio
presente na estrutura quimcia, conforme demonstrado na Tabela 1. Os metabdlitos
dos compostos ndo nitrogenados etidronato e clodronato sdo toxicos aos
osteoclastos, levando-os a morte, com consequente a diminuicdo do processo de
reabsorcdo Ossea. Por outro lado, os compostos nitrogenados, mais recentes e
potentes, como por exemplo, o pamidronato, ibandronato, alendronato e
zoledronato, inibem a diferenciacdo dos osteosclastos e induzem os osteosblastos a
produzir o agente inibidor dos osteosclastos, ocorrendo a diminuicdo da reabsorcéo

o0ssea. O metabolismo 6sseo € dependente dos processos de reabsorcdo e
deposicao, assim a remodelacdo 0ssea é prejudicada. Entretanto o tecido 6sseo
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permanece mineralizando e podendo se tornar fragil, quebravel e menos flexivel
(RUGGIERO; WOO, 2008).

Essas substancias sado grandes inibidoras da reabsorcdo 6ssea conduzida
pelos osteoclastos (MARTINS et al., 2009). e séo efetivas no aumento da apoptose e

na reducao da atividade dos osteoclastos (GEGLER et al., 2006).

Tabela 1. Estrutura quimica de alguns bisfosfonatos

Bisfosfonato R1 R2

N&o-nitrogenados

Clodronato Cl Cl

Etidronato OH CHs
Nitrogenados

Pamidronato OH (CH2)2NH

Alendronato OH (CH2)3NH

Neridronato OH (CH2)sNH;

Olpadronato OH (CH2)2N(CH3)»

Ibandronato OH (CH2)2N(CH3)(CH2)4CH3

Risedronato OH CHy-3-piridina

Zoledronato OH CHa-imidazol

Fonte: Adaptado de FERNANDES; LEITE; LANCAS, 2005

Todos os BFs possuem propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas
semelhantes. Os BFs possuem pouca absor¢cdo gastrointestinal devido a sua baixa
afinidade lipidica. Aproximadamente 50% dos BFs séo retidos pelos 0ssos, e os BFs
circulantes desaparecem do plasma rapidamente, e sdo excretados pelos rins na
sua forma inalterada, ndo sendo metabolizados pelo figado (FLEISH, 1991,
BERRUTI et al., 2001). A meia vida plasmatica dos BFs pode chegar a
aproximadamente 10 anos, e seu uso prolongado pode resultar em acumulo
substancial nos ossos (RUGGIERO; WOO, 2008).

Os BFs tem a capacidade de inibir a reabsorcdo 0ssea, ou seja, inibir o
processo pelo qual a estrutura éssea € dissolvida e digerida pelos acidos e enzimas
produzidos pelos osteoclastos. Uma vez que o BF é assimilado pelo osteoclasto,

este fica incapacitado e a reabsorcéo diminui (PAPAPOULOS, 2008).
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Os BFs se ligam fortemente a hidroxiapatita da superficie 6ssea e agem
preferencialmente em sitios de grande formacdo e remodelacdo 6ssea. Os BFs
podem inibir a precipitacdo dos fosfatos de calcio, causar regressdo da
transformacao da fase amorfa da hidroxiapatita para a fase cristalina e inibicdo da
dissolugcéo (CARVALHO et al., 2010).

2.3 Bisfosfonatos — Indicacfes Clinicas

Desde 1960, os BFs sdo os medicamentos mais prescritos nos tratamentos
de doengas Osseas, tanto benignas quanto malignas, como segue (BROWN;
ROBBINS, 1999; GREEN, 2000):

e Tratamento da hipercalcemia (induzida por tumor);

e Tratamento da dor 0ssea;

e Reducdo de complicagbes esqueléticas em pacientes com metastases
0sseas ou mieloma multiplo;

e Tratamento de doencga de Paget dssea;

e Tratamento da osteoporose;

e Prevencdo da perda Gssea causada por tratamento com glicocorticoides;

e Aumento da densidade 6ssea na fibrodisplasia;

e Alivio dos sintomas da osteogénese imperfeita.

Os BFs séo comercializados como dois tipos de administrag&o, por via oral e
parenteral. A via oral € prescrita para o tratamento da osteoporose, doenca de
Paget, alivio dos sintomas da osteogénese imperfeita. Os BFs administrados por via
parenteral sdo utilizados na hipercalcemia, mieloma mdultiplo, tumores sélidos com
metastase 0ssea e prevencédo da perda 6ssea (SCARPA et al., 2010).

Os BFs mais utilizados s&o o etidronato, clodronato, alendronato, risedronato,
ibandronato, pamidronato e acido zoledrénico (FERNANDES; LEITE; LANCAS,
2005). Embora os BFs tenham grande e importante aplicacdo clinica, muitos
também sdo os efeitos adversos reportados, tais como efeito tipo gripal, astenia,
anemia, sintomatologia gastrointestinal, dispneia, cefaleia, ansiedade, conjuntivite,
visdo turva, anorexia, edema, elevacao dos niveis de creatinina, insuficiéncia renal e
Ulceras esofagicas (MIGLIORATI et al., 2005; GEGLER et al., 2006).

As complicagbes orais resultantes do tratamento com BFS vém sendo um

assunto de grande desafio para clinicos e pesquisadores. Entre elas merece
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destaque a osteonecrose maxilar, um efeito adverso de grande significancia
declarado em pacientes que utilizaram BFs (MARX, 2003; MIGLIORATI, 2003;
WOOD et al., 2002). A maioria dos pacientes que reportam este efeito adverso eram
portadores de mieloma mdultiplo ou de neoplasias com mestastases, em geral de
mama, prostata e pulmédo, que foram tratados com BF intravenoso (RUGGIERO et
al., 2004; WOOD et al., 2002; MARX et al., 2007).

2.4 Osteonecrose Maxilar Associada a Terapia dos Bisfosfonatos

Em 2003, foram relatados os primeiros casos de osteonecrose dos
maxilares associada a terapia dos bisfosfonatos (ONMAB), tornando este o
primordial entre os efeitos colaterais possiveis desta classe de medicamentos e
também um importante assunto a ser discutido (MARX et al., 2003).

A Associacdo Americana de Cirurgides Maxilofaciais e Orais definiu trés
caracteristicas necessarias para que uma lesdo 6ssea seja diagnosticada como
ONMAB: paciente estd ou foi submetido a terapia com BFs; exposicdo de 0sso
necrotico nos maxilares persistindo por mais de oito semanas e nenhuma histoéria de
irradiagdo sobre os maxilares (AMERICAN ASSOCIATION OF ORAL AND
MAXILLOFACIAL SURGEONS, 2007).

A ONMAB foi constatada por Marx (2003) e por Ruggiero et al. (2004)
principalmente na mandibula. Os BFs agrupam-se na estrutura 0ssea, degradando-
se lentamente. A mandibula apresenta um elevado turnover e uma grande tendéncia
em acumular o fésforo, devido as suas caracteristicas anatbmicas e fisiolégicas,
especificamente, menor vascularizacdo, bem como o carater terminal da artéria
mandibular, o que justifica a lesdo preferencial nesse local (BOYDE, 2006;
CARVALHO et al., 2008). Assim, a necrose 0ssea seria a incapacidade do tecido
0sseo se reparar e remodelar diante a quadros inflamatdrios decorrentes de
estresse fisiologico (mastigacdo), trauma iatrogénico (protese mal adaptada),
procedimentos cirargicos ou infecgcdes odontogénicas (MARX, 2003; MARTINS et
al., 2009; BOZENA; HRVOJE; MARIJANA, 2011). Os pacientes com ONMAB podem
ser classificados clinicamente em trés estagios com a finalidade de estabelecer um
tratamento satisfatorio para as variadas formas de osteonecrose. O Estagio 1 se
caracteriza pela exposicdo e necrose 0Ossea assintomatica; no Estagio 2, ha

exposicao e necrose 6ssea associada a dor e infeccao; ja no Estagio 3 observa-se o
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tecido 6sseo necrotico e exposto em pacientes com dor, infec¢éo, fratura patoldgica,
fistula extraoral e extensa ostedlise (RUGGIERO et al., 2009).

A osteonecrose da maxila ou mandibula pode ser diagnosticada por
radiografias. Entretanto, a osteonecrose menos avangada ou que abrange pequenas
areas de exposicdo 0ssea (< 1 cm) podem ser, muitas vezes, indetectaveis em
radiografias panoramicas, mas em tomografias podem mostrar sinais de destruicao
ossea (VAN POZNAK; ESTILO, 2006).

Apés a osteonecrose ser diagnosticada, existe limitacdo na melhor conduta
terapéutica. A permanéncia ou a interrup¢ao do farmaco por um tempo ainda é uma
duvida nado esclarecida. Entretanto, devido a longa meia-vida do BF no 0sso, a sua
interrupcao parece ser de pouco proveito em curto prazo (RINCON et al., 2007). O
tratamento ainda ndo é consensual, ndo sao completamente eficazes, e variam de
acordo com a gravidade do caso. Em casos assintomaticos, podem-se utilizar
solucBes antimicrobianas, além de rigoroso controle clinico e radiografico, e uso de
antibioticos sistémicos. Quando ha presenca de sintomas, a solucdo consiste em
curetagem, debridamento, irrigacdo constante com solugcdo antimicrobiana e
manutencao de antibioticoterapia (MARTINS et al., 2009). Muitos clinicos defendem
a ideia de que qualquer intervencgdo cirurgica, embora limitada, pode aumentar mais
as areas de 0sso exposto ou necrosado. Além disso, a intervencao cirdrgica pode
ser uma via de penetracao de novos microrganismos (COSSIO et al., 2008).

Mesmo a doenca estando controlada, os pacientes tém uma pobre qualidade
de vida em fungcdo das complicacBes bucais (como dor, infeccdo, fistula). Assim,
uma vez que O0s tratamentos convencionais para osteonecrose induzida por
bisfosfonatos ndo sao totalmente eficazes, e sao paliativos, o estudo de biomateriais
gue pudessem estimular o crescimento 0sseo, agindo assim na cicatrizacdo dos
tecidos e na reparagdo Ossea, seriam de grande importdncia para melhorar a

gualidade de vida aos pacientes.

2.5 Biomateriais — Scaffolds

A engenharia de tecidos, campo interdisciplinar que integra tecnologia e
ciéncia, tem utilizado muitos biomateriais para manter, reparar ou melhorar as
fungbes teciduais. Os biomateriais podem ser definidos como qualquer substancia,
ou combinacdo de substancias, que possa ser utilizada por qualquer que seja o

periodo de tempo, aumentando, substituindo ou controlando parcial ou totalmente
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qualquer tecido, 6rgdo ou fungdo do corpo. Mais do que ser simplesmente
compativel com as células hospedeiras e servir como papel estrutural, os
biomateriais podem direcionar células através de sinais do microambiente
(HUBBELL, 1995; DAVIS et al., 2005).

Dentre os biomateriais, os scaffolds — arcabougos ou suportes de estruturas
tridimensionais — desempenham um papel importante durante a regeneracdo dos
tecidos. Os scaffolds permitem a penetracdo de células e nutrientes, bem como a
fixacdo, migracdo, diferenciacéo, proliferacdo e crescimento das células, além da
remocédo de residuos metabdlicos (SHIN, JO, MIKOS, 2003).

Segundo Thompson et al. (1995) e Lu; Mikos (1996), alguns requisitos que 0s
scaffolds devem possuir sao:

» Ser biocompativel, ou seja, o material do scaffold e os seus produtos de
degradacédo ndo podem provocar uma resposta do sistema imune nos organismos
ou ser metabolizado em substancias toxicas;

» Ter propriedades mecanicas adequadas, ou seja, o scaffold deve possuir uma
resisténcia mecanica suficiente para suportar tensdes existentes no ambiente onde é
implantado;

» Ter uma degradacao controlada, ja que os tecidos bioldgicos tém diferentes taxas
de regeneracgao. A taxa de degradacao do scaffold tem que ser ajustada ao tecido a
reparar, tendo sempre em conta que as propriedades mecanicas deste também
diminuem com a degradacéao;

« Ter tamanho e morfologia dos poros apropriados, e poros altamente
interconectados. O tamanho e a estrutura dos poros sédo fatores com grande
importancia no transporte de nutrientes para células transplantadas e regeneradas.
N&o h& consenso sobre o tamanho dos poros ideal para o crescimento 6timo das
células, mas se aceita que o tamanho depende do tecido a reparar/substituir. No
caso da regeneracdo 0Ossea, por exemplo, Seitz et al. (2009) defendem que o
crescimento maximo do tecido é atingido com poros de tamanhos variando de 200-
450 um. Além disso, a interconectividade entre os poros € altamente desejavel
guando em comparagcdo com 0s poros isolados, uma vez que uma estrutura de
poros interligados aumenta as taxas de difusdo e facilita a vascularizagéo,
melhorando assim, o transporte de nutrientes e oxigénio e a remog¢ao de residuos.

» Ter propriedades quimicas da superficie apropriadas para adesdo. Cada célula

necessita de diferente substrato para se proliferar e se diferenciar. Logo a
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proliferacdo tem um papel fundamental na adeséo celular, sendo comum que os
scaffolds recebam tratamentos superficiais para melhorar esta caracteristica;
» Ser de facil esterilizagdo, pois antes de poder ser implantado no organismo, o
scaffold devera ser esterilizado, e devem permanecer inalterados;
 Ser de facil processamento em variadas formas tridimensionais. Muitas vezes, 0s
scaffolds sé&o aplicados em locais de formatos irregulares e complexos; logo os
scaffolds devem ser de facil e versatil fabricacao.

Ao simular a composi¢cado quimica e estrutura natural dos ossos, os scaffolds
sdo0 muito aceitdveis na obtencdo de novos biomateriais para reparacdo e
regeneracdo 6ssea, com propriedades fisico-quimicas e bioatividade adequadas.
Abaixo estdo sumarizados o0s principais compostos utilizados na producdo de

scaffolds.

2.5.1 Hidroxiapatita

A hidroxiapatita refere-se ao mineral apatita (fosfato de célcio cristalino) e ao
grupamento hidroxila (OH). A apatita € um fosfato de calcio constituido de trés
elementos quimicos principais, o calcio (Ca), o fésforo (P) e o oxigénio (O). A
hidroxiapatita possui a férmula molecular Ca;o(P04)s(OH), (ELLIOT, 1994). A Figura
4 jlustra o arranjo de uma célula unitaria da hidroxiapatita. E organizada em uma
estrutura hexagonal, e sua célula unitaria é formada por 10 ions de Ca, localizados
em dois sitios. Um dos sitios, o Ca esta representado em verde, com seis ions
organizados em tridngulos; e no outro sitio o Ca esta representado em laranja, com
guatro ions organizados em colunas (a figura permite somente a identificacdo de um
célcio devido ao plano da figura).

A hidroxiapatita € um constituinte mineral natural encontrado nos 0ssos,
representando de 30 a 70% da massa dos 0ssos e dentes (FOOK, 2010). E um
material com Otima caracteristica de biocompatibilidade devido & semelhangca com
0s constituintes minerais dos o0ssos e dentes humanos. A capacidade de
osteointegracdo da hidroxiapatita proporciona o crescimento 0sseo, 0 que a torna

substituta do osso humano em implantes e préteses (BILLOTTE, 2006).
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Figura 4. Representacao da rede cristalina de uma célula unitaria de hidroxiapatita
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Fonte: Adaptada e traduzida de http://www.iupui.edu/~bbml/boneintro.shtml. Acesso em 16
de outubro de 2016

J4 a capacidade de bioatividade estabelece ligacdes quimicas entre a
hidroxiapatita e o tecido ésseo, permitindo a proliferacdo dos osteoblastos e
fibroblastos. A estrutura da hidroxiapatita permite substituicbes catidnicas e
anidnicas isomorfas com muita facilidade, obtendo assim reserva de calcio e fésforo
(GUASTALDI; APARECIDA, 2010).

A degradacdo é mais uma vantagem da hidroxiapatita, ocorrendo de forma
semelhante a degradacédo natural do tecido 6sseo, por osteoclastos. Em se tratanto
de scaffold produzido com hidroxiapatita, a degradacdo ocorre a medida que o
tecido O0sseo é formado no interior dos poros do scaffold (OLSSON; PIPPI;
TOGNOLI, 2008). Diversos estudos clinicos e experimentais demonstraram a
eficacia da hidroxiapatita na regeneracdo de defeitos 6sseos (OCHOA, 2013;
AZEVEDO et al., 2012; VITAL et al., 2006).

Ochoa (2013) avaliou a hidroxiapatita e a policaprolactona em defeitos 6sseos
induzidos por alendronato no olecrano de coelhos. O autor obteve resultados

satisfatérios, pois os compdsitos mostraram-se eficientes no reparo de defeitos
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0sseos de coelhos, além de apresentar biocompatibilidade, degrada¢do adequada e
capacidade de integrar 0 0sso.

Ja Azevedo et al. (2012) avaliaram diferentes proporcdes de fosfato de calcio
na regeneracdo do tecido 0sseo de coelhos através de estudo clinico-cirdrgico,
radioldgico e histologico. Os resultados obtidos nesse experimento permitiram que
0S autores certificassem que as quatro concentracdes utilizadas do material
mostraram-se biocompativeis, pois nenhum animal apresentou rejeicdo aos
enxertos.

Outro estudo verificou compoésito de hidroxiapatita sintética e carbono, e
compésito de hidroxiapatita sintética, carbono e fosfato biacido de sodio, ambos na
forma solida, como substituto 6sseo em coelhos adultos. Os autores concluiram que
ambos os tipos de hidroxiapatita mostraram-se biocompativeis, por ndo ter havido,
em nenhum dos animais, qualquer indicio de rejeicdo do implante ou de reacao
inflamatoria (VITAL et al., 2006).

2.5.2 Quitosana

Dentre os biomateriais de origem natural utilizados para a producao de
scaffolds se encontram a quitosana. A quitosana é um polissacarideo derivado da
quitina (é a forma desacetilada da quitina). Ambas a quitina e a quitosana séo
polimeros atoxicos, biodegradaveis, biocompativeis, cujas propriedades vém sendo
exploradas para aplicagdes na area alimenticia, biotecnologia, ciéncia dos materiais,
produtos farmacéuticos, agricultura, prote¢cdo ambiental, e também na engenharia de
tecidos (ROBERTS, 1992; THARANATHAN, 2007).

Tanto a estrutura da quitina quanto da quitosana sao constituidas por
unidades 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose e 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose,
unidas por ligagbes B(1—4). Entretanto, na quitosana ha o predominio do segundo
tipo de unidade (Figura 5). A quantidade das duas unidades na quitosana é variada
pelo tratamento alcalino que é dado no material (YOUNES; RINAUDO, 2015; RAVI,
2000).

A quitosana possui uma estrutura molecular similar a fibra vegetal celulose,
diferenciando-se somente nos grupos funcionais, em que os grupos hidroxila (OH)
estao dispostos na estrutura geral da celulose e grupos amino (NH;) na quitosana
(KEAN; THANOU, 2010).
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As principais fontes da quitina/quitosana sdo as carapacas de crustaceos
(camardo, caranguejo e lagosta), sendo encontrado também no exoesqueleto de
insetos e parede celular de alguns fungos. As carapacas de crustaceos sao
residuos abundantes e comumente rejeitados pela industria pesqueira, que as

consideram muitas vezes como poluentes (RAVI, 2000).

Figura 5. Representacdo das estruturas de quitina e quitosana pelas unidades 2-
acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose (em A) e 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose (em

B). O “n” é o grau de polimerizagdo da estrutura
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Fonte: Adaptado de BATISTTI; CAMPANA, 2008

A quitina é separada de outros componentes do exoesqueleto dos crustaceos
e fungos por um processo quimico que envolve as etapas de desmineralizacao e

desproteinizacdo das carapacas com solucdes diluidas de hidroxido de soédio
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(NaOH) e acido cloridrico (HCI). Apos, segue-se com a descoloracdo. A quitina
obtida, contendo grupamentos acetili (NHCOCH;), € desacetilada com solucdo

concentrada de NaOH, produzindo assim a quitosana, conforme apresentado na

Figura 6.

Figura 6. Producéo de quitina e quitosana a partir de exoesqueleto de crustaceos e

fungos, e seus empregos
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Fonte: Traduzido e adaptado de HARISH; THARANATHAN, 2007

A quitina/quitosana tem um custo econdmico baixo, pela sua abundancia na
natureza e por ser extraida de fontes renovaveis. Sua extragéo contribui ainda com a
reducdo do impacto ambiental, devido a sua grande exploracdo em aplicacdes

diversificadas, diminuindo o acumulo dos residuos rejeitados ( RAVI KUMAR, 2000).
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A quitosana € muito utilizada na engenharia de tecidos devido a facilidade de
obtencdo de estrutura porosa, a possibilidade de formacdo de géis, a boa
associacdo com outros materiais (como hidroxiapatita, ceramica, gelatina) ao fato de
ser biorreabsorvivel, possuir atividade antibacteriana além de apresentar superficie
hidrofilica, caracteristica muitas vezes ausente em muitos polimeros sintéticos. A
quitosana é utilizada na fabricacdo de muitos scaffolds para obter um efeito
potencializado no reparo do tecido 6sseo (SEOL, et al. 2004; DASH et al., 2011;
MIRANDA et al., 2012; YOUNES, RINAUDO, 2015).

Miranda et al. (2012) avaliaram um scaffold a base de quitosana e gelatina in
vivo. Entretanto, neste scaffold foram implantadas células-tronco mesenquimais de
matriz 6ssea. Os animais tiveram seus molares extraidos, e na cavidade da extracao
a estrutura (scaffold + células) foi implantada. Os autores observaram que o scaffold
auxiliou na regeneracdo epitelial, vascular e 6ssea e acelerou processo de

maturacao do tecido 6sseo.

2.5.3 Alginato

O alginato € um biopolimero linear constituido dos polissacarideos acido a-L-
gulurdnicos e B-D-manurdnicos com ligacbes 1-4 (VENKATESAN et al., 2015). A
proporcado de cada polissacarideo varia, bem como o grau de polimerizacdo, o que
faz com que o alginato se diversifigue extensamente. Desta forma, o material pode
apresentar sequéncias alternadas de residuos manurénicos (M) / gulurénicos (G), e
blocos constituidos de dois ou mais residuos M ou G (Figura 7). A composi¢ao
guimica e a sequéncia dos residuos M e G dependem da qual fonte o alginato foi
extraido (PAWAR, EDGAR, 2012).

O alginato é um componente importante das algas pardas (Laminaria sp.,
Macrocystis sp., Lessonia sp., dentre outras) e também €& um exopolissacarideo
produzido por bactérias (como a Pseudomonas aeruginosa) (PAWAR, EDGAR,
2012; VENKATESAN et al., 2015).
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Figura 7. Conformacao da cadeia estrutural do alginato, em que M corresponde ao

polissacarideo acido 3-D-manurénico e G corresponde ao acido a-L-gulurbnico
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Fonte: PAWAR; EDGAR, 2012

Esse biopolimero tem sido muito utilizado na industria de alimentos,
cosméticos e medicamentos por oferecer vantagens como biocompatibilidade,
hidrofilicidade e biodegrabilidade em condi¢des bioldgicas normais (SANKALIA et al.
2007, SAETHER et al., 2008). Na biomedicina, a utilizacdo do alginato tem se dado
no tratamento de feridas (BOATENG et al., 2008) e, em especial, na bioengenharia
de tecidos, com boa propriedade de formacéo de scaffold para tratamento de perda
ou falha de 6rgédos (VENKATESAN et al., 2015).

O alginato tem capacidade de formar géis pelo método de geleificacdo
ionotropica, cujas caracteristicas dependem da propor¢cdo M/G e do numero de
ligacBes cruzadas entre as cadeias poliméricas. Os géis sdo formados na presenca
de cations divalentes, como Ca** ou Mg*, e de residuos gulurénicos. A interacéo
entre o alginato (blocos gulurdnicos) e os cations divalentes se da pelo modelo
denominado “caixa de ovos”, em que os cations sdo quelados pelo alginato,
formando os hidrogéis (LEE; MOONEY, 2012; PAWAR, EDGAR, 2012). As
caracteristicas do gel podem ser resumidas em sua porosidade e resisténcia
mecanica necessaria ao processo.

Tanto o alginato como a quitosana e a hidroxiapatita tém sido utilizados em

combinacéao entre eles e ainda com outros materiais. O alginato com a quito]
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sana, por exemplo, formam um complexo que confere maior resisténcia mecéanica ao
gel devido a forte interacdo entre as cadeias poliméricas (HAMMAN, 2010). Varios
trabalhos reproduzindo essa combinacdo ja foram reportados (REBELO, 2015;
SANTOS, 2015; FREITAS, 2007), sempre no intuito de melhorar as caracteristicas
fisico-quimicas dos bioprodutos, bem como aprimorar sua biocompatibilidade para

aplicacdo médica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral:
Avaliar a implantacédo de scaffolds a base de quitosana, alginato de sddio e
hidroxiapatita na prevencdo da osteonecrose maxilo-mandibular induzida por

bisfosfonato.

3.2 Especificos:

- Estabelecer um modelo experimental de osteotomia,

- Induzir a degeneracéo em tecido 6sseo utilizando o modelo de osteonecrose
dos maxilares induzida por bisfosfonato em ratos;

- Avaliar a eficacia do uso do scaffold na prevencao da regeneracdo do tecido
0sseo através da andlise radioldgica e histopatoldgica;

- Avaliar a seguranca do uso do scaffold através de marcadores bioquimicos,

hepaticos, renais e hematologico.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Producéao dos Scaffolds

Este estudo foi concebido a partir da dissertacdo de mestrado da aluna
Marcia de Araujo Rebelo, cujo objetivo foi desenvolver scaffolds e avaliar suas
propriedades fisico-quimicas e biolégicas in vitro (REBELO, 2015). Uma vez que o
estudo revelou resultados promissores para uma possivel aplicacdo dos scaffolds
para regeneracdo Ossea, partiu-se para o estudo in vivo. Assim, dois scaffolds
desenvolvidos foram escolhidos, com base nas suas melhores propriedades fisico-
guimicas: scaffolds contendo quitosana/alginato de sodio /hidroxiapatita
(Ch/NaAlg/Hap) nas proporcdes 1:1:0,2 e 1:1:0,6.

Assim, as dispersbes aquosas contendo quitosana (Ch) (4% m/v) e alginato
de sédio (NaAlg) (4% m/v) foram obtidas, separadamente, sob agitacdo mecanica
(7.200 rpm, 10 min) usando elemento dispersor 25G (Ultra Turrax IKA - T-25D,
Staufen, Germany). A hidroxiapatita (Hap) foi padronizada em tamis (mesh 60) e
adicionada lentamente a dispersédo aquosa de NaAlg sob agitacdo mecanica (7.200
rpm, 10 min.). A dispersdo de Ch foi adicionada a mistura de NaAlg/Hap, nas
mesmas condi¢cdes, até completa homogeneizagcdo. A Hap foi incorporada na
formulacao nas razdes (m/m) de 1:1:0,2 e 1:1:0,6 (Ch:NaAlg:Hap).

Para obtencdo dos scaffolds cerca de 3 g de cada formulacéo foi transferida
para molde cilindrico com capacidade volumétrica para 7 cm?®, congeladas a -80 °C
(Ultra-freezer Cold Lab, Piracicaba, Brasil) e liofilizadas (Thermo Fisher Scientific —
modulyoD 115, Massachusetts, USA) (presséo inicial 999 mbar - presséo final
aproximada de 53 mbar). As amostras foram armazenadas em temperatura
ambiente e ao abrigo a luz. Dois dias antes da implantacdo dos scaffolds, eles foram
expostos a radiacdo ultravioleta por 2 horas, para esterilizacdo contra bactérias ou

fungos, que possam levar a infecgdes graves nos animais.

4.2 Aspectos éticos
Esta pesquisa foi apresentada & Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA-Uniso) para analise, segundo a Lei N° 11.794 de 8 de Outubro de 2008, e foi

aprovada sob Protocolo niamero 055/2015 (Anexo 1). Todos os experimentos foram
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realizados de acordo com as diretrizes internacionais - ARRIVE (Animal Research:
Reporting of In Vivo Experiments) (KILKENNY et al., 2010).

4.3 Manutencéo e manipulagcdo dos animais

Durante o periodo de estudos, os animais foram mantidos em isoladores
microambientes, de tamanho 33,7x48,3x25,3 cm (Alesco®), acomodados sobre
estantes ventiladas. Na permanéncia dos animais no biotério, o ambiente foi
controlado com ciclo alternado de claro e escuro, a cada 12 horas, e a temperatura
local foi mantida em 22 + 2° C. A umidade foi mantida em 50 + 5%, e a troca de ar
era controlada automaticamente pelo sistema Alesco VentiLife® (o ar dos isoladores
microambientais é filtrado e lancado para fora da sala).

Os animais receberam dieta padrdo comercial e agua filtrada ad libitum.
Como enriguecimento ambiental, tubos de papeldo foram colocados em todos os
isoladores, conforme necessidade. As caixas foram limpas trés vezes na semana. A
identificacdo dos grupos foi feita nos isoladores (plaguinhas de identificacdo) e nos

animais, através de numeracao na cauda.

4.4 Delineamento experimental

O conjunto dos animais foi composto por 48 ratos machos da linhagem
Wistar, com cerca de 45 = 2 dias e peso entre 200-240g. Os animais foram
adquiridos do laboratério Anilab (Animais de Laboratério, Criacdo e Comércio LTDA
- Paulinia/SP), e foram mantidos no biotério de experimentacdo animal do
Laboratério de Pesquisa Toxicolégica (Lapetox-Uniso). Apds sua chegada, o0s
animais foram aclimatados por uma semana, antes do inicio do experimento.

Os animais foram divididos aleatoriamente (utilizou-se tabela de numeros
aleatérios para esta divisdo) em 2 grupos (n=24 cada grupo), classificados em

Tempo 1 e Tempo 2, como mostra a Figura 8.
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Figura 8. Diagrama esquematico da divisdo dos animais, sendo: SF o soro
fisiologico; AZ o acido zoledrénico; AZ + scaffolds 0,2 e AZ + scaffolds 0,6.

Proporcao de hidroxiapatita 0,2 e 0,6
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Fonte: Elaboracao prépria.

O subgrupo I, chamado de controle, recebeu apenas solucao fisioldgica. Os
subgrupos 11, Il e IV receberam AZ (Zometa®, Novartis AG, Basileia, Suica) (Figura
9). Antes da administracdo do farmaco, os animais foram pesados em balanca digital
eletrbnica. A massa corpoérea foi registrada para calculo da dose (0,6 mg/Kg). O
acido zoledrénico foi administrado trés vezes, em intervalos de 28 dias, nos tempos

zero, 28 e 56 dias, segundo as recomendacdes do fabricante.
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Figura 9. Acido zoledrénico (Zometa®)

Fonte: Elaboracéo prépria

O acido zoledrdnico foi administrado por via intraperitoneal (IP) com seringa
hipodérmica (1 mL) e agulha 13x4,4 mm (Figura 10).

Figura 10. Administracdo do medicamento por via intraperitoneal

Fonte: Elaboracgé&o prépria
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4.5 Procedimento cirargico odontoldgico (exodontia e osteotomia)

Todos os animais foram submetidos a exodontia dos molares superiores do
lado esquerdo. A exodontia dos molares da maxila (segundo e terceiro molar) foi
realizada sete dias apdés a segunda administracdo do AZ, ou seja, no 35° dia de
permanéncia dos animais no biotério.

Para este procedimento cirdrgico, todas as bancadas foram higienizadas com
alcool 70%, e cada animal foi anestesiado com xilazina (10 mg/Kg) e quetamina (90
mg/Kg), intramuscular. ApGs anestesia, os animais foram posicionados em decubito
dorsal sobre uma superficie de madeira revestida com material impermeavel e
sanitizada com alcool 70%. A abertura da boca foi mantida com elasticos ancorados
nos dentes incisivos superiores e inferiores (Figura 11).

Figura 11. Abertura da cavidade oral, realizada com elasticos ancorados nos dentes

incisivos

Fonte: Elaboracé&o prépria

Os molares foram descolados com esculpidor hollemback (3s), luxados e
removidos com férceps infantil nUmero 1, com ponta ativa adaptada. Alguns dos

instrumentos utilizados no procedimento estdo apresentados na Figura 12.
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Figura 12. Instrumentais utilizados no procedimento
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Fonte: Elaboracao prépria

Inicialmente, o scaffold seria inserido na cavidade resultante da extracdo dos
molares. Entretanto, tendo em vista as dimensdes dentarias, a loja cirdrgica formada
foi pequena e pouco profunda, incompativel com a inser¢cao do scaffold. O tamanho
do dente foi compativel com o tamanho do scaffold produzido (Figura 13), porém a
cavidade nao foi profunda o suficiente. Diante disso, houve a necessidade de se
realizar um desgaste 0sseo, denominado de osteotomia, ao lado da cavidade
cirdrgica. A osteotomia foi feita com a broca cirargica esférica (Carbide), e na
cavidade local foi inserido o respectivo scaffold.

No alvéolo cirdrgico foi realizada compressdo local com gaze para
estabilizacdo do coagulo, sem necessidade de sutura. Entretanto, para a fixacdo do
scaffold no 0sso, utilizou-se gel bucal bioadesivo adstringente (Kin® exogel).

Apés a cirurgia, os animais foram mantidos em sala a 25 + 2° C, e ao
acordarem foram transferidos para seus respectivos isoladores. Para analgesia pos-
operatoria, dipirona soédica (Dipirona sodica 500 mg/mL, Medley, Campinas, Séo
Paulo) em gotas foi administrada (dose de 2-5 gotas por animal, de acordo com a
bula do medicamento). Para isso, como cada caixa contava com 6 animais, 20 gotas
(média de 3 gotas por rato) foram colocadas em 300 mL de agua (média de

consumo de 50 mL por animal), no préprio bebedouro dos animais, por 5 dias.
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Figura 13. Elemento dental retirado, em A, e scaffold utilizado, em B
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Fonte: Elaboracgé&o prépria

4.6 Avaliacao Clinica

Durante o periodo de tratamento, os animais foram observados em relacao ao
comportamento, consumo de racdo e agua, perda e ganho da massa corpérea e
outros sinais clinicos, tais como aparecimento de inflamagéo periorbital (conjuntivite)

sinal caracteristico na administracéo de acido zoledronico (Figura 14).
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Figura 14. Inflamacao periorbital caracteristica na exposi¢éo ao &acido zoledrénico

Fonte: Elaboracéo prépria

4.7 Eutanasia

Os animais foram submetidos a eutanasia em dois momentos distintos: 15
dias (Tempo 1) e 30 dias ap0s a ultima administracdo de acido zoledrdnico (Tempo
2), ou seja, no dia 71° e no dia 86°, respectivamente.

Estes periodos (Tempo 1 e 2) representam 36 e 51 dias, respectivamente, a
partir do momento pés-operatorio, tempo suficiente para que ocorresse 0 reparo
tecidual nos animais submetidos a exodontia. O reparo alveolar em ratos ocorre, em
média, com 28 dias (VERONESE et al., 2005).

A eutandsia foi realizada por meio de anestesia profunda, pela associacéo de
sobredose de xilazina e quetamina. As amostras de sangue periférico (cerca de 4
mL) foram coletadas por puncéo venosa hepatica. O sangue foi distribuido em tubos
com anticoagulante Heparina e em tubos secos. Os tubos secos foram centrifugados



Material e Métodos 45

hY

a 3000 rpm, o soro foi separado e congelado a -80° C. As amostras dos tubos
contendo heparina foram analisadas para os parametros hematologicos. Apds, uma
aliquota foi separada em microtubo e o restante foi centrifugado (a 3000 rpm e a 4
°C) para obtencao de plasma. Tanto as aliquotas de sangue total quanto de plasma
foram armazenadas a -80° C, até posterior analise.

4.8 Obtencao de imagens radiolégicas
Para as obtencdo das imagens radioldgicas, utilizou-se o equipamento de

Raio-X Timex 70E Coluna mével-GNATUS (Figura 15).

Figura 15. Equipamento de Raio-X

Fonte: Elaboracao prépria

Foram obtidas imagens radiograficas referentes ao osso de maxila dissecado
ap0s a eutandsia, para verificar a presenca de alteracbes ésseas, indicativa de
necrose 6ssea. O cilindro dos feixes de raios-x foi posicionado em um angulo de 90°
(Figura 16) e o tempo de exposicao radiologica foi de 0,6 s.
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Figura 16. Cilindro do feixe para tomada de radiografias periapicais

Fonte: Elaboracéo prépria

4.9 Processamento das amostras para andlise histoldgica

Os ossos da maxila foram dissecados apds a eutanasia, e processados de
forma rotineira para analise histolégica.

A fixacdo foi feita em formalina tamponada 10% durante quatro dias. Apos
este passo, as amostras foram lavadas overnight em agua corrente para retirada do
excesso de formol.

As maxilas foram inicialmente armazenadas em alcool 70% até serem
enviadas para processamento e posterior analise histopatoldgica no Laboratério de
Pesquisa do Servigo de Patologia Veterinaria da FMVZ — UNESP, do Departamento
de Clinica Veterinaria em Botucatu - SP, pelo Prof. Ass. Dr. Alessandre Hataka.

No laboratorio as amostras foram mantidas em solucéo de acido nitrico P.A. a
10% durante cinco a sete dias para que ocorresse a descalcificacdo das amostras.
Posteriormente, foram desidratas em alcool 70%, 80% e absolutos P.A. I, Il e lll, 60
minutos em cada.

A seguir, foram diafanizadas em xilol absoluto (Padrdo anidro) I, Il e Ill, 50
minutos em cada, para finalmente serem incluidas em parafina histologica I e I, 60

minutos em cada.
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Posteriormente, as amostras foram emblocadas e os cortes histolégicos foram
realizados em microtomo semi-automatico com quatro micrometros de espessura.

Os cortes foram colhidos em laminas histologicas e coradas pelas técnicas de
hematoxilina e eosina e tricromico de Masson, os cortes foram cobertos com resina
histolégica e laminula de vidro.

A anadlise das alterac6es morfolégicas das amostras foi realizada nos tempos
pré-estabelecidos na forma de escores em: ausente (0), leve (1), moderada (2) ou
acentuada (3). E foram considerados os seguintes aspectos: reepitelizacao do local
da exodontia, tecido conjuntivo fibroso, osteonecrose, restos radiculares, restos do
scaffold, osteogénese, presenca de colonias microbianas e tipo de infiltrado
inflamatério.

As coloracoes foram feitas de acordo como os protocolos estabelecidos no
Laboratorio de Pesquisa do Servigo de Patologia Veterinaria da FMVZ — UNESP —

Campus de Botucatu — SP, conforme segue.

4.9.1 Técnica de coloracdo de hematoxilina e eosina

1. Desparafinizar, hidratar, agua destilada.

2. Hematoxilina de Harris — 5 a 10 minutos.

3. Lavar em agua corrente.

4. Diferenciador (alcool acido cloridrico) — uma mergulhada.

5. Lavar em &gua amoniacal para azulcer os nucleos — uma
mergulhada.

6. Alcool absoluto — s6 passar.

Eosina + floxina — 1 minuto.

8. N&o lavar, desidratar e montar.

4.9.2 Técnica de coloracéo de tricromico de Masson
1. Desparafinizar, hidratar, agua destilada.
2. Bouin lhora na estufa a 60°C, depois esfriar e lavar até sair o
Bouin, 4gua destilada.
3.  Hematoxilina de Weight — 5 minutos. Preparar na hora de usar.
4 Lavar em agua corrente — 5 minutos, agua destilada.
5. Fucsina+Ponceau — 10 minutos.
6

Lavar em agua corrente — 1 minuto.
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7.  Acido fosfomolibdico — 5 minutos ou até clarear (1 a 5 minutos).
8. Lavar em agua corrente, agua destilada.
Azul de anilina — 15 minutos.
10. Lavar para tirar 0 excesso.
11. Acido acético — 1 minuto.
12. Sem lavar, desidratar e montar.
Como resultados, tem-se: nucleo preto, musculo vermelho e colageno azul

(com azul anilina) ou verde (com light green).

4.10 Parametros hematolégicos

Para o perfil hematologico foram avaliados os numeros de hemacias (do
inglés red Blood cells - RBC), glébulos brancos (white blood cless — WBC), plaguetas
(platelets - PLTs), concentracBes de hemoglobina (hemoglobin - HGB), hematécrito
(hematocrit - HCT), volume corpuscular médio (mean corpuscular volume - MCV),
hemoglobina corpuscular média (mean corpuscular hemoglobin - MCH) e
concentracdo hemoglobina corpuscular média (mean corpuscular hemoglobin
concentration - MCHC). Além disso, foi realizado o diferencial da série branco, com
contagem de neutrdfilo, linfocito, mondacito e eosindfilo.

Amostras de sangue total (cerca de 20 uL) foram inseridas no equipamento
automatizado Sysmex XS-1000i (Sysmex Corporation, Kobe, Japan) (Figura 17). De
acordo com o manual guia do equipamento, as RBC e as PLTs foram contadas em
um canal especifico do equipamento, utilizando uma metodologia de deteccdo de
impedéancia combinado com a tecnologia de focagem hidrodinamica. As WBC foram
contadas utilizando citometria de fluxo fluorescente. As concentracbes de HGB
foram medidas fotometricamente pelo equipamento. O HCT foi obtido pelas alturas
de impulso produzido por todas as hemécias que passam através do orificio do

aparelho, que é proporcional ao volume da célula.
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Figura 17. Equipamento de hematologia automatizado Sysmex XS-1000i

Fonte: Elaboragé&o prépria

4.11 Parametros bioquimicos

As analises bioquimicas foram feitas no soro dos ratos, utilizando Kkits
comerciais da Roche Diagndstica® e equipamento automatizado COBAS C111
Roche® (figura 18).

Figura 18. Equipamento automatizado COBAS C111 Roche®

Fonte: Elaboracgé&o prépria
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Os parametros analisados foram ureia, creatinina, aspartato transaminase
(AST), alanina transaminase (ALT) e calcio, conforme metodologias especificadas
pelo proprio fabricante, contidas no protocolo de cada kit comercial.

Para a determinacdo da ureia, o teste é cinético, com as enzimas urease e
glutamato desidrogenase. A ureia presente nas amostras de soro é hidrolisada pela
urease (enzima contida no kit comercial Roche®), dando origem & amodnia e ao

carbonato, conforme reacao abaixo:

Ureia + 2 H,0 ¢ 2NH*" +CO*
Em um segundo momento, o reagente 2-oxoglutarato (também presente no
kit) reage com a amoénia na presenca da glutamato desidrogenase (GLDH) e da
coenzima NADH, dando origem ao L-glutamato. Nesta reacdo, dois mols de NADH

s&o oxidados a NAD" por cada mol de ureia hidrolisada.
NH** + 2-oxoglutarato _°°"' o L-glutamato + NAD" + H,0

A taxa de diminuicdo da concentracdo de NADH é diretamente proporcional a
concentracdo de ureia na amostra e € medida por fotometria no comprimento de
onda 340 nm.

Os testes automatizados estabelecidos na rotina do laboratério para
creatinina incluem o método de Jaffé com picrato alcalino, em diversas
modificacdes, o0s testes enzimaticos. O ensaio que representa o kit comercial para
creatinina (Roche®) é o colorimétrico cinético, e baseia-se no método de Jaffé.
Numa solugdo alcalina, a creatinina da amostra forma um complexo amarelo-
avermelhado com picrato (presente no kit), conforme reacao abaixo

Creatinina + acido picrico PHa%i_ o complexo amarelo — avermelhado

O complexo amarelo - avermelhado € avaliado por fotometria, nos

comprimentos de onda de exitagao/emisséo 512/583 nm.

Para avaliacdo das transaminases AST e ALT, o método estabelecido pelo kit

comercial é cinético. A AST presente na amostra catalisa a transferéncia de um



Material e Métodos 51

grupo amino entre L-aspartato e 2-oxoglutarado (presentes no kit comercial),
formando oxaloacetato e L-glutamato. O oxaloacetato reage entdo com NADH, na
presenca de malato desidrogenase (MDH), também presente no kit, formando NAD",
conforme reagdes abaixo.

L-Aspartato + 2-oxoglutarato 25T o oxaloacetato + L-glutamato
Oxaloacetato + NADH + H" M5 | -malato + NAD"

Da mesma forma, a ALT presente na amostra catalisa a reagao entre L-
alanina e 2-oxoglutarato, (presentes no kit comercial). O piruvato formado € reduzido
por NADH em uma reacao catalisada por lactato desidrogenase (LDH), formando L-

lactato e NAD", conforme reagdes a seguir.
L-Alanina + 2-oxoglutarato _A""s, piruvato + L-glutamato
Piruvato + NADH + H* 2" | -Jactato + NAD"

A taxa de consumo de NADH é medida no comprimento de onda a 340 nm, a
gual é diretamente proporcional a atividade catalitica de ambas as transaminases,
ou seja, quanto maior o consumo do NADH, maior a atividade da AST e ALT,
dependendo de cada substrato.

Para a quantificagcdo da concentracdo do calcio no soro, os ions de calcio
reagem com um quelante presente no kit comercial (o0 5-nitro-5-metil-BAPTA) em
condi¢cdes alcalinas formam um complexo. Este complexo reage com o acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) formando um complexo Ca-EDTA, e alterando a
absorbancia. Esta alteracéo da absorbancia, medida em 340/378 nm, é diretamente

proporcional a concentracao de calcio, e € medida fotometricamente.
Ca’" + NM-BAPTA _Prai _complexo de Ca-NM-BAPTA

Complexo de Ca-NM-BAPTA + EDTA > NM-BAPTA + complexo Ca-EDTA
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4.12 Analise estatistica

Os dados foram expressos como meédia + desvio padrdo. Os testes
estatisticos analise de variancia (ANOVA) de fator uUnico — seguida do teste
estatistico de Tukey — e Chi-quadrado foram utilizados para verificar diferengas entre
0s protocolos de tratamento. Valores de p<0,05 foram considerados significantes. Os
resultados foram analisados com o auxilio dos programas Statistica® 8.0 e

GraphPad Prism®6.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Controle da massa corporea e avaliacao clinica

Semanalmente, a verificagdo da massa corpoérea foi realizada em todos os
grupos de animais. A figura 19 mostra a evolugdo do ganho de massa no grupo de
Tempo 1 (19A), ou seja, com a eutanasia realizada 15 dias ap0s a ultima aplicacéo
de AZ, e no grupo de Tempo 2 (19B), com a eutanasia realizada 30 dias apés a
ultima aplicacdo de AZ.

N&o houve diferenca estatistica entre os grupos na evolu¢cdo do ganho de
massa corporea no Tempo 1. Apesar de o grupo controle numericamente apresentar
uma maior massa corp6rea comparada ao grupo AZ ou mesmo ao grupo scaffold
0,6, essa diferenca nao foi estatisticamente comprovada. Além disso, houve um
declinio no ganho de massa corpdrea em todos 0S grupos na semana em que
ocorreu a exodontia, e principalmente nos grupos que estavam em tratamento com o
acido zoledrénico. Devido a exodontia e osteotomia, 0s animais comeram menos,
apesar de estarem sob analgesia. Entretanto, passada essa semana, o ganho de
massa corpdrea ocorreu normalmente em todos 0s grupos.

Os resultados de ganho de massa do Tempo 2 foram bastantes semelhantes
aos do Tempo 1. Assim, embora o peso dos ratos do grupo controle seja
numericamente maior, quando realizada analise estatistica esta diferenca ndo é
significativa. O declinio na massa corpérea também aconteceu na semana em que
houve a exodontia em todos os grupos, e passada essa semana 0 ganho de peso

ocorreu normalmente.
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Figura 19. Evolucao da massa corpérea, em gramas (g), nos grupos de Tempo 1
(19A) e Tempo 2 (19B) de eutanasia
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Fonte: Elaboracdo propria. Scaffolds 0,2 e 0,6 representam a formulacdo do scaffold,
quitosana/alginato de  soédio/hidroxiapatita nas propor¢cdes 1:1:02 e 1:1:0,6,

respectivamente. Sem diferenca estatistica (p>0,05 - ANOVA seguida do teste Tukey)
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Pinheiro et al. (2008) também analisaram a massa corpérea de animais em
estudo com implantes de Hap em falhas 6sseas em fémur de ratos submetidos ao
tabagismo passivo. Os autores observaram que 0s dois grupos ganharam massa ao
longo do experimento, principalmente o grupo controle. Vale ressaltar que nesse
estudo de Pinheiro e colaboradores, as massas corpOreas decairam no grupo com
implante de Hap quando ocorreu o procedimento cirdrgico para o implante, mas no
decorrer dos meses se estabilizou, semelhante aos nossos achados.

Outro estudo com um material feito de nanotubos de carbono foi testado em
camundongos. Os autores observaram que apés 24 horas da administracdo dos
nanotubos os animais tiveram perda de 4,78% do peso em relacdo a 2,4% de perda
do grupo controle. A perda de peso ocorreu pelo desenvolvimento de granulomas
intestinais, fibrose e estresse oxidativo, independentemente do nanotubo de carbono
e da quantidade de impureza contida nele (DAVIES et al., 2009).

Esses estudos comparativos aos nossos achados demonstram que a
avaliacdo da massa corporea, apesar de simples, é um parametro importante
guando novos produtos sdo aplicados in vivo, e que as formulacbes de
quitosana/alginato de sodio/hidroxiapatita nas duas proporgdes testadas foram bem
assimiladas, nédo influenciando no ganho de peso corporeo.

Com relagéo a avali¢do clinica dos animais, um dos principais achados foi a
inflamacé&o periorbital. Essa caracteristica é tipica no tratamento com AZ. O risco de
efeitos colaterais oculares pode ser maior com tratamento intravenoso (PASSOS;
ALMEIDA, 2006). A inflamacé&o periorbital foi observada em 50% dos animais (3
animais em cada 6) tratados com acido zoledrénico, considerando todos os grupos
gue receberam o medicamento (Il, 1l e V). Os ratos do grupo controle nédo
apresentaram inflamacao periorbital, e ambos os scaffolds n&o influenciaram na
melhora dessa caracteristica clinica.

Estudo similar estudou o complexo maxilo-mandibular de ratos Wistar,
tratados com AZ por 86 dias na dose de 0,6 mg/kg (BORGES, 2013). A autora
observou a inflamacao periorbital em 58,3% dos animais tratados com AZ. No nosso
estudo a porcentagem foi de 50,0 % dos animais, comprovando que a inflamacéo
periorbital € um efeito colateral dos BFs.

Devido a escassez de estudos com animais para se comparar a inflamacéo

periorbital encontrada, estudos com humanos foram utilizados. Entre os casos
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relatados na literatura, a inflamacé&o orbitaria € mais comum em pacientes tratados
com BF intravenoso do que via oral (SKREPENEK et al., 2010). Também é mais
frequente em doentes tratados com zoledronato (KAUR et al. 2011). De quatro
doentes estudados por Pirbhaia et al. (2015), por exemplo, dois pacientes estavam
tomando zoledronato intravenoso, um pamidronato intravenoso e um alendronato
oral. Os quatro casos clinicos ocorreram dentro de poucos dias (4 dias) de

tratamento com estas substancias.

5.2 Imagens radioldgicas

As imagens radiograficas obtidas dos animais submetidos ao tratamento com
acido zoledrénico associado ao procedimento cirdrgico estdo representadas nas
Figuras 21 e 22 (Tempo 1 e 2, respectivamente). Uma discreta esclerose éssea foi
observada nos grupos AZ e AZ + scaffolds quando comparadas aos animais
controle.

Nas setas vermelhas é possivel observar uma mancha um pouco mais
escura, sugestiva da necrose do tecido 6sseo. Vale ressaltar que as imagens nao
sdo conclusivas, e o0 aspecto radiografico deve ser complementado com as andlises
histopatoldgicas.

Imagens radiograficas sdo tomadas para verificar a presenca dos elementos
dentais e algum processo que indicasse a presenca de necrose (SOUZA et al.,
2005; SOUZA et al., 2011).

As imagens radioldgicas, entretanto, ndo registraram alteragdes que poderiam
ser facilmente visualizadas. Embora a necrose 6ssea possa ser diagnosticada por
imagem radioldgica (TREISTER et al., 2009), nem sempre esse exame é conclusivo,
principalmente quando tratamos de uma pequena peca - maxila do animal . Muitas
vezes, quando alteracbes Osseas sdo observadas nos exames radiograficos o
guadro de osteonecrose ja esta em estagio muito avancado (GEGLER et al., 2006).
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Figura 20. Imagens radiologicas da maxila de ratos controle (em A), tratados com
acido zoledrénico (em B), acido zoledrénico + scaffold quitosana/alginato de

sédio/hidroxiapatita nas propor¢des 1:1:0,2 e 1:1:0,6 (C e D, respectivamente), no

) I

Tempo 1 de eutanasia

Fonte: Elaboracdo propria. As setas amarelas indicam o lado da maxila sem exodontia; a
seta azul indica o lado na maxila apds exodontia e com regeneracao; as setas vermelhas
indicam o lado da maxila apds exodontia e com discreta esclerose 6ssea
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Figura 21. Imagens radiologicas da maxila de ratos controle (em A), tratados com
acido zoledrénico (em B), acido zoledrénico + scaffold quitosana/alginato de

sédio/hidroxiapatita nas proporcdes 1:1:0,2 e 1:1:0,6 (C e D, respectivamente), no

| I
D).

Fonte: Elaboragdo propria. As setas amarelas indicam o lado da maxila sem exodontia; a
seta azul indica o lado na maxila ap0s exodontia e com regeneragéo; as setas vermelhas
indicam o lado da maxila apos exodontia e com discreta esclerose 6ssea

Tempo 2 de eutanasia

A)

Mesmo com as imagens inconclusivas, a radiografia é um exame

complementar muito utilizado em humanos, de facil acesso e baixo custo, que pode
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auxiliar no planejamento do tratamento da osteonecrose, o que justifica a solicitagao
desse exame com mais frequéncia na pratica clinica.

Um biovidro de composi¢cédo 60% SiO,, 36% CaO e 4% P,0s foi avaliado no
tratamento de defeitos no osso radio de cdes. As avaliacbes radiogréficas pos-
operatorias permitiram o acompanhamento da regeneragdo 0ssea e da evolucao de
reabsorcdo da matriz porosa do biovidro durante os 90 dias subsequentes a sua
implantacdo nos defeitos 6sseos (ALVES et al., 2015). No entanto, o osso avaliado
no estudo era maior, e assim mais facil de o defeito 6sseo ser distinguido.

Exames radiogréficos também foram utilizados para avaliar a utilizagdo da
hidroxiapatita sintética em alvéolos dentarios de gatos domésticos (Felis catus).
Radiografias das regifes operadas foram realizadas apdés a cirurgia e aos 8, 21, 30 e
50 dias de poés-operatério, objetivando-se avaliar o processo de reparacdo dos
alvéolos e a reabsorcdo do osso alveolar (SILVA et al., 2012). Os autores apontaram
gue a hidroxiapatita sintética foi biocompativel no osso alveolar dos felinos, e
promoveu um adiantamento no processo de reparacdo 0ssea aos oito dias de poés-
operatorio e um atraso aos 30 dias, salientando a necessidade de um periodo mais

prolongado de avaliagdes.

5.3 Andlises histopatoldgicas

As analises histopatologicas do T1 de eutanasia estdo apresentadas na
Tabela 2. Os resultados estdo representados somente como auséncia e presenca
dos parametros histolégicos.

Foi possivel observar uma reepitelizacdo significativa (p<0,05) no grupo
controle quando comparado aos demais. A presenca de tecido conjuntivo fibroso foi
detectada em todos os grupos; entretanto houve diferenca estatistica entre o grupo
AZ (que apresentou maior deposigéo de tecido conjuntivo fibroso) e o scaffold 0,6.

A osteonecrose néo foi detectada nos grupos controle e scaffold 0,6. Apesar
de ter sido reportada no grupo scaffold 0,2, a osteonecrose nédo foi estatisticamente
diferente do grupo controle (p>0,05). Ja no grupo AZ, a osteonecrose foi
estatisticamente diferente dos demais grupos (p<0,05). Este foi um fato positivo, pois
mostra que a osteonecrose ocorreu somente no grupo tratado com o AZ, ao
contrario da imagem radiol6gica, que inconclusivamente, havia demonstrado a

osteonecrose em todos 0s grupos tratados com AZ. Assim, os scaffolds conseguiram
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prevenir a osteonecrose induzida pelo AZ. Os scaffolds, entretanto, né&o

conseguiram prevenir o processo inflamatério alveolar e a osteomielite.

Tabela 2. Distribuicdo dos animais, em porcentagem (%) segundo presenca (+)
auséncia (-) de reepitelizacao, tecido conjuntivo fibroso, osteonecrose, resto
radicular, osteogénese, coldnias bacterianas, infiltrado inflamatério nos ratos no T1

de eutanasia

Controle AZ Scaffold 0,2 Scaffold 0,6
+ - + - + - + -
Reepitelizagao 67 33 0 100 20 80 0 100

Tecido conjuntivo 80 20 | 100 0 40 60 20 80

fibroso

Osteonecrose 0 100 70 30 20 80 0 100
Resto radicular 0 100 0 100 0 100 30 70
Osteogénese 0 100 0 100 0 100 0 100

Colbnias bacterianas 85 15 100 0 100 0 100 0

Infiltrado inflamatorio 100 0 100 0 100 0 100 0

Fonte: Elaboracé&o prépria

A osteogénese, caracteristica importante no processo de regeneracao, nao
ocorreu em nenhum grupo, nem mesmo no controle. A presenca de colbnias
bacterianas e o processo inflamatério foram reportados em todos os grupos, até
mesmo no grupo controle.

Os parametros histoldgicos foram quantificados por escores (0 = ausente; 1 =
leve; 2 = moderado; 3 = acentuado). Assim, em cada parametro uma diferenca
estatistica foi observada, este foi estratificado conforme a Figura 22. A maioria dos
animais teve uma reepitelizacdo acentuada no grupo controle, assim como presenca
leve e acentuada de tecido conjuntivo fibroso. A osteonecrose ocorreu na grande
maioria dos animais recebendo AZ, e foi classificada como leve. Apesar da uma
pequena porcentagem de animais ter apresentado osteonecrose leve no grupo

scaffold 0,2 + AZ, este parametro nao foi estatisticamente diferente do controle.
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Com relacéo as coldnias bacterianas e a presenca de infiltrado inflamatorio, a
maioria obteve escore moderado a acentuado, exceto o controle, que foi de leve a
moderado.

Figura 22. Parametros histologicos estratificados por escores (0 = ausente; 1 = leve;

2 = moderado; 3 = acentuado)
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As imagens histopatologicas representativas do T1 estdo apresentadas na

Figura 23.

Figura 23. Imagens histopatolégicas da maxila de ratos, com coloracdo hematoxilina

e eosina, no Tempo 1 de eutanasia

o @ T PN *, i Tk . NEEEVS ay /
Fonte: Elaborag&o propria. Em A), grupo controle (aumento 100x); em B) &cido zoledronico
(aumento 100x); em C) e D) acido zoledronico + scaffold quitosana/alginato de
sodio/hidroxiapatita nas propor¢des 1:1:0,2 e 1:1:0,6 respectivamente (aumento 100x); em
E) acido zoledrénico + scaffold quitosana/alginato de sodio/hidroxiapatita nas propor¢cdes
1:1:0,2 (aumento 400x); em F) &cido zoledrénico (aumento 400x). Pontilhado significa
processo inflamatorio; setas longas presenca de bactérias; seta curta, corpo estranho.
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7

A inflamacdo € uma reacéo protetora local dos tecidos a uma agresséo. A
inflamacédo é uma reacdo complexa dos tecidos, dependente do feedback dos vasos
sanguineos e leucocitos. As proteinas plasmaticas, leucdécitos circulantes e os
fagocitos teciduais sdo as principais defesas do organismo contra invasores
desconhecidos (KUMAR et al., 2010).

A inflamacdo pode ser aguda ou cronica, dependendo do seu tempo de
duracdo, e tem como evolucéo final o processo cicatricial. Assim, inflamacdes de
inicio rapido e poucos dias sdo denominadas de agudas. Ja as crdnicas persistem
por semanas ou meses. Esses dois tipos de inflamacdo podem se sobrepor (como
ocorreu em nosso estudo), alteram seu sentido, aspecto histolégico bem como
processo cicatricial (KUMAR et al., 2013).

A inflamacdo cronica pode ser inespecifica ou especifica. A especifica,
também denominada de inflamag&o granulomatosa, que foi aquela que ocorreu em
nosso estudo, se estabelece em algumas doencas infecciosas bacterianas,
parasitarias e fangicas. Ocorre ainda como resposta inflamatdria a presenca de
materiais inertes insolliveis como talco, silica, berilio, fios de sutura cirargica e
também de agressfes toxicas, alérgicas, auto-imunes, neoplasicas ou de natureza
desconhecida (MONTENEGRO; FRANCO, 1999).

O estudo histolégico do presente trabalho apontou inflamacédo alveolar
(decorrente da extracédo dentaria) e osteomielite (decorrente da utilizacdo do AZ) nos
grupos que receberam o AZ. Considera-se que o resultado ocorreu devido ao
continuo tratamento com AZ apoOs a exodontia. Além disso, ndo foi realizada a
antibioticoterapia apds a extracdo dentéria, fato que explica a presenca de col6nias
bacterianas. Inicialmente, pretendia-se avaliar se o0s scaffolds apresentavam
atividade antimicrobiana, para assim poder evoluir para a cicatrizacdo. Porém, do
ponto de vista funcional e morfoldgico, as inflamac¢des se caracterizaram com a
presenca de bactérias (inflamagfes supurativas), indicando que o bioproduto néo
possui caracteristica antimicrobiana.

Além disso, houve predominio de corpos estranhos (pelos e material vegetal -
granulos de ragédo) encontrados no local da inflamagéao, dificultando ainda mais a
regeneragcao do tecido lesado. O comportamento de autolimpeza dos roedores, ou
grooming, € um padrdo de acdo entre varias espécies, por isso era esperado

encontrar pelos COmo corpos estranhos.
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Devido a suspeita de que os BFs aumentam a colonizacdo bacteriana, Kos et
al. (2015) avaliaram a capacidade de colonizacao bacteriana sobre discos com Hap
revestida com clodronato; pamidronato e zoledronato. Os autores observaram
adesao bacteriana e a formagédo de biofilmes, concluindo que diversas estruturas
dos BFs, tais como residuos de fosfato, atomos de carbono, prétons, ions cloreto, ou
um anel de amina poderiam servir como “ganchos” para bactérias, facilitando a
adeséao bacteriana e a formacéao de biofilme que desempenham um papel importante
para promover a osteomielite.

Alguns possiveis mecanismos etiopatogénicos estdo envolvidos na relacdo
com BFs. Paparella et al. (2011) estudaram através de caracteristicas
histopatoldgicas 8 casos de osteonecrose de mandibula associada com o uso de
BFs. Eles encontraram o inicio da infeccdo causada por contaminacdo bacteriana,
levando ao desenvolvimento de osteomielite. Esta interpretacdo corrobora a
sugestao do correspondente trabalho.

Antoni (2016) propds um estudo em que avaliou osteonecrose induzida por
BF e osteorradionecrose. O autor concluiu que as patologias apresentaram muita
semelhanca microscopica com relagdo ao 0sso necrético, inflamagcdo e
microorganismos. Assim, comparando com o atual trabalho, pode-se sugerir que a
osteomielite estava caminhando para a osteonecrose, mas o scaffold conseguiu
limitar o progresso para essa possivel patologia.

Com relacdo as analises histopatolégicas do T2 de eutanasia, os resultados
estdo apresentados s na Tabela 3, expressos como auséncia e presenca dos
parametros avaliados. Foi possivel observar uma reepitelizacdo significativa (p<0,05)
no grupo controle quando comparado aos demais. A presenca de tecido conjuntivo
fibroso foi detectada em todos os grupos, porém estava mais ausente no AZ (ao
contrario do T1, que estava 100% presente).

A osteonecrose nao foi detectada no grupo controle, e apesar de ter sido
reportada nos grupos scaffolds 0,2 e 0,6, a osteonecrose nao foi estatisticamente
diferente do grupo controle (p>0,05). Ja no grupo AZ, a osteonecrose foi
estatisticamente diferente do controle (p<0,05). Entretanto, observou-se que a
porcentagem de animais com osteonecrose no grupo AZ diminuiu no T2. Pode-se
sugerir que com o cessar da aplicacdo do AZ e com o passar do tempo (30 dias

apos a ultima administracdo de AZ), a osteonecrose tenderia a regredir.
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Um achado bastante importante foi a presenca de osteogénese em 50% dos
animais do grupo scaffold 0,2 significando um inicio de formac&do de novo o0sso. A

presenca de coldnias bacterianas e o processo inflamatério foram reportados em

todos os grupos, até mesmo no grupo controle.

Tabela 3. Distribuicdo dos animais, em porcentagem (%) segundo presenca (+)

auséncia (-) de reepitelizacao, tecido conjuntivo fibroso, osteonecrose, resto

radicular, osteogénese, colénias bacterianas, infiltrado inflamatério nos ratos no T2

de eutanasia

Controle AZ Scaffold 0,2 | Scaffold 0,6

+ - + - + - + -
Reepitelizacao 67 33 0 100 0 100 | 17 83
Tecido conjuntivo | 67 33 33 67 25 75 83 17
fibroso
Osteonecrose 0 100 | 33 67 25 75 17 83
Resto radicular 0 100 0 100 0 100 0 100
Osteogénese 0 100 0 100 50 50 0 100
Colbnias bacterianas 67 33 | 100 0 100 0 100 0
Infiltrado inflamatorio 100 0 100 0 100 0 100 0

Fonte: Elaboragéo propria

A estratificacdo por escore dos parametros histolégicos esta apresentada na
Figura 24. A maioria dos animais teve uma reepitelizacdo ausente, e 0 grupo
controle presenca leve, acentuada e moderada. A osteonecrose ocorreu na grande
maioria dos animais recebendo AZ, e foi classificada como leve. Com relagcdo as

colonias bacterianas e a presenca de infiltrado inflamatério, a maioria obteve escore

acentuado, exceto o controle, que foi de leve a moderado.
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Figura 24. Parametros histolégicos estratificados por escores (0 = ausente; 1 = leve;

2 = moderado; 3 = acentuado)
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Fonte: Elaboragé&o prépria

As imagens histopatolégicas representativas do T2, na coloracdo de

hematoxilina e eosina, estdo apresentadas na Figura 25.
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Figura 25. Imagens histopatolégicas da maxila de ratos, com coloracao hematoxilina

e eosina, no Tempo 2 de eutanasia

Fonte: Elaborag&o propria. Em A), grupo controle (aumento 100x); em B) &cido zoledronico
(aumento 400x); em C) e D) &acido zoledrébnico + scaffold quitosana/alginato de
sodio/hidroxiapatita nas propor¢bes 1:1:0,2 e 1:1:0,6 respectivamente (aumento 100x);
Pontilhado significa processo inflamatério; setas longas presenca de bactérias; seta curta,
corpo estranho.

Além da inflamacéo presente em todas as laminas, observa-se na Figura 25B
a osteomielite, representada pela presenca de col6nias de bactérias no 0osso bem
como o infiltrado inflamatério supurativo (abaixo). Os corpos estranhos também sao
observados, oriundos de pelos ou de material vegetal.

Para confirmacé&o histopatologica, também foram feitas, de algumas laminas,
a coloracdo tricomico de Masson, capaz de diferenciar a matriz 6ssea do 0sso

alveolar, conforme reportado na Figura 26.
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Figura 26. Imagens histopatolégicas da maxila de ratos, representativas da

coloragéao tricomico de Masson.

AL NG

Fonte: Elaboragdo propria. Em A), grupo AZ, aumento 100x; em B) grupo scaffold
0,2,aumento 100x; em C) grupo scaffold 0,6, aumento 100x; D) grupo scaffold 0,6, aumento
400x. Pontilhado: processo inflamatorio; setas longas: presenca de bactérias; seta curta:
corpo estranho.

5.4 Anélises hematologicas

A Tabela 4 mostra os resultados dos parametros hematolégicos dos animais
de Tempo 1, com a eutanasia realizada 15 dias apos a ultima aplicacdo de &cido
zoledronico.

E possivel observar um aumento no nimero de heméacias (RBC) no grupo
tratado com o &cido zoledrbnico quando comparado 0s outros grupos (p = 0,047;
0,022 e 0,005, relacionado respectivamente ao grupo controle, scaffold 0,2 e scaffold
0,6). Ja no numero de células brancas, ndo houve diferenga significativa entre os
grupos. O numero de plaguetas também se mostrou aumentado no grupo tratado
com o acido zoledrbnico quando comparado aos demais (p = 0,03), grupo scaffold
0,2 (p = 0,006) e grupo scaffold 0,6 (p = 0,019).
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Tanto a concentracdo da hemoglobina quanto a do hematdcrito mostraram-se
diminuidas no Grupo scaffold 0,6 comparado ao grupo tratamento comente com
acido zoledronico (p = 0,039 para hemoglobina e p=0,048 para hematdcrito). Volume
Corpuscular Médio, Hemoglobina Corpuscular Média e Concentragcdo Hemoglobina

Corpuscular Média ndo apresentaram diferenca estatistica entre os grupos.

Tabela 4. Parametros hematolégicos no grupo de Tempo 1 de eutanasia. Scaffolds
02 e 06
sodio/hidroxiapatita nas propor¢gées 1:1:0,2 e 1:1:0,6, respectivamente, e AZ

representam a formulacdo do scaffold, quitosana/alginato de

representa o grupo Acido Zoledrénico

Grupos
Parametros

Controle AZ Scaffold 0,2 | Scaffold 0,6
RBC (10%pL) 7,7+0,4 8,6 + 0,9+ 75+0,4 73+0,3
WBC (10%/pL) 9,2+1,3 76+23 9,2+1,5 80+1,8
PLT (10%pL) 682 + 76 808 +105*"¢ 631+ 99 663 + 78
HGB (g/dL) 14,1+ 0,6 15,3+ 1,7 14,0 £ 0,8 13,5 + 0,5%
HCT (%) 441+1,9 47,1+ 4,9 444 2,5 42,3 +1,0%
MCV (fL) 57,6 +3,1 54,8+ 0,5 58,8 + 2,5 57,6 +1,9
MCH (pg) 18,5+ 0,8 17,2 £0,1 18,5+ 0,5 18,4+ 0,5
MCHC (g/dL) 32,0+£0,5 32,4+0,3 31,6+ 0,6 32,0+£0,6
Neutréfilos (10%/uL) 0,86 + 0,3 1,0+0,3 1,5+ 0,5% 1,5 + 0,4%
Linfécitos (10%/uL) 6,6+1,1 55+1,7 7,0+0,9 6,2+ 1,4
Monécitos (10%/pL) 0,7+0,2 0,8+0,3 0,6 +0,2 0,6 +0,1
Eosindfilos (10%uL) | 0,04+0,02 | 0,07+0,04 | 0,04+0,01 |00,06 + 0,03

Fonte: Elaboracéo prépria. Red blood cells (RBC); white blood cells (WBC); platelets (PLT);
hemoglobin (HGB); hematocrit (HCT); mean corposcular volume (MCV); mean corpuscular
hemoglobin (MCH); mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC). Estatisticamente
diferente do grupo controle; “estatistcamente diferente do grupo scaffold 0,2:
*estatisticamente diferente do grupo scaffold 0,6; “estatisticamente diferente do grupo AZ.
ANOVA uma via seguida de Tukey, p<0,05
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Dentre o diferencial das células brancas, somente o0s neutrdéfilos
apresentaram-se aumentados no grupo scaffold 0,2 (p = 0,028) e no grupo scaffold
0,6 (p = 0,027) comparado ao grupo que recebeu somente acido zoledronico.

A hemoglobina contida nos glébulos vermelhos é responsavel pelo transporte
do oxigénio no sangue, e uma diminuicdo na sua concentracdo geralmente esti
associada a anemia. O hematadcrito se define pela relacdo do volume globular com o
volume sanguineo total. O resultado obtido indica a porcentagem de volume
sanguineo ocupado pelos glébulos vermelhos (KAMOUN, 1989).

Os eritrcitos sdo as células vermelhas do sangue, possuem cerca de sete
um de didmetro e forma de disco biconcavo. E a célula responséavel pelo transporte
da hemoglobina. As plaguetas sédo células muito pequenas, incompletas, sem
material nuclear, com tamanho de cerca de 3 pm, mas importantes no processo de
coagulacao sanguinea (LORENZI, 2015). Os leucdcitos sdo as células brancas, que
englobam granulécitos e a série linfocitaria. Dentre os primeiros estdo os neutrofilos,
os eosinofilos, os basofilos e os mondcitos. Os leucdcitos atuam na defesa de
organismo, bloqueando a invasdo de agentes nocivos, como bactérias, virus ou
parasitas, que através da resposta imunolégica. (LORENZI, 2013).

O aumento na contagem das plaguetas pode ocorrer por muitas condi¢cdes
clinicas, entre elas infec¢éo, trauma ou pos-operatoério (GILES, 1981). Considerando
gque somente o grupo tratado com AZ apresentou aumento na contagem de
plaguetas, os scaffolds podem ter sido eficazes considerando este parametro.

A interacdo de materiais com biomoléculas funcionais como proteinas,
enzimas e DNA é considerada uma pré-condicéo para a avaliagdo de citotoxicidade
(GIACOMELLI, AVENA, DEPAULI, 1997). Neste estudo, houve diminuicdo das
concentragbes da HGB e do HCT no grupo do scaffold 0,6. A Hap vem sendo
avaliada como adsorvente de metais em contaminagdes ambientais.

Corami et al. ( 2008) avaliaram a sor¢do do cadmio (Cd) em solucéo individual
e de uma mistura multi-metalica (Cd + Pb + Zn + Cu) pela Hap, com resultados
muito promissores. Os autores reconheceram a capacidade da Hap de se ligar com
ions de metais pesados divalentes. Assim, poderiamos sugerir que tal diminuicdo da
HGB e do HCT poderia ocorrer pela adsor¢cdo do Fe (que também € um ion
divalente) da HGB através da Hap, ja que no grupo Scaffold 0,6 a proporcao de Hap

utilizada é maior que no grupo Scaffold 0,2, contendo grande quantidade de calcio.
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Um dnico estudo semelhante a este foi encontrado, avaliando leucograma
total e diferencial, nimero de hemacias, hemoglobina total, hemoglobina corpuscular
média, concentracdo de hemoglobina corpuscular média, indice hematécrito, volume
corpuscular médio e numero de plaguetas em modelo experimental de ONMAB em
atos (SILVA, 2013). Os animais receberam trés administracdes semanais
consecutivas de AZ 0,6 mg/kg e o sangue foi coletado semanalmente, a partir do 6°
dia da administracdo da primeira dose de AZ. O autor reportou evento anémico
tempo dependente, com diminuicdo da hemoglobina no grupo recebendo AZ. Em
nosso estudo, ndo encontramos anemia resultante da administragéo apenas do AZ.
Entretanto, € importante destacar que, apesar de a mesma dose ter sido utilizada, o
espaco de tempo entre as administracbes foram diferentes entre o estudo de
(SILVA, 2013) e nosso estudo demonstrou aumento de células vermelhas e de
plaguetas induzida pelo AZ.

A Tabela 5 mostra os resultados dos parametros hematolégicos dos animais
de Tempo 2, com a eutanasia realizada 30 dias apés a ultima aplicacdo de acido
zoledronico.

Analisando os resultados, observa-se que nenhum dos parametros sofreu
alteragéo estatisticamente significativa entre os grupos. Assim, podemos sugerir que
todos os parametros que se apresentavam alterados 15 dias apds a eutanasia
(Tempo 1) voltaram a sua concentracao normal apos 30 dias, ou seja, foi possivel
restaurar 0s parametros a niveis normais (semelhantes ao controle).

Soki et al. (2013) estudaram, em ratos machos, os efeitos do AZ no 0sso e
nas células estaminais hematopoiéticas. O estudo revelou que nao houve diferencas
na contagem de glébulos brancos, vermelhos e plaquetas do sangue periférico com
o tratamento do AZ. Vale ressaltar, entretanto, que nessa pesquisa nao houve

insercao de qualquer biomaterial, como ocorreu em nosso estudo.
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Tabela 5. Parametros hematoldgicos no grupo de Tempo 2 de eutanéasia. Scaffolds
02 e 06

sodio/hidroxiapatita nas proporcbes 1:1:0,2 e 1:1:0,6, respectivamente, e AZ

representam a formulacdo do scaffold, quitosana/alginato de

representa o grupo Acido Zoledronico

Grupos
Parametros

Controle AZ Scaffold 0,2 | Scaffold 0,6
RBC (10%/uL) 76+0,7 7,3+0,6 7,6+0,3 7,705
WBC (10%/pL) 9,2+2,7 9,5+2,8 9,7+0,8 8,2+1,4
PLT (10°/uL) 643 + 50 647 + 38 656 + 51 634 + 70
HGB (g/dL) 14,6 £ 0,7 13,7+0,9 13,8 £ 0,6 14,1+0,8
HCT (%) 46,1 + 0,7 43,3+2,8 42,7+1,9 443+ 2.8
MCYV (fL) 58,8+1,8 59,8+2,3 56,1 + 3,8 57, 7+1,7
MCH (pg) 18,5+0,5 18,9+ 0,6 18,2+0,8 18,3+ 0,4
MCHC (g/dL) 31,5+0,4 31,7+0,3 32,4+0,8 31,8+0,6
Neutréfilos (10%/uL) 1,3+0,8 1,7 £ 0,4 20+1,2 1,6 +0,5
Linfécitos (103/|JL) 6,3+29 76+24 6,2+19 57+0,8
Monécitos (10%/uL) 0,7+0,2 0,9+0,3 0,9+0,5 0,8+0,3
Eosindfilos (10%/uL) 0,05+0,03 | 0,06 0,02 0,04 + 0,03 0,07 £ 0,05

Fonte: Elaboracao prépria. Red blood cells (RBC); white blood cells (WBC); platelets (PLT);
hemoglobin (HGB); hematocrit (HCT); mean corposcular volume (MCV); mean corpuscular
hemoglobin (MCH); mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC). ANOVA uma via
seguida de Tukey, p>0,05

5.5 Andlises bioquimicas

A Figura 27 mostra a avaliacdo da funcdo hepética no grupo de Tempo 1 de
eutanasia. Um aumento significativo tanto na ALT (p = 0.041) quanto na AST (p =
0,007) foi observado no grupo que recebeu somente o acido zoledrénico quando
comparado ao controle. Os grupos que receberam o AZ acrescido da insercdo dos
scaffolds ndo se mostraram diferentes do controle, resultado este promissor quando

se avalia a seguranca no uso de novos biomateriais. Tal achado corrobora o fato da
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mistura quitosana/alginato de soédio/hidroxiapatita ser biocompativel, e néo
apresentar toxicidade hepatica.

A enzima aspartato aminotransferase (AST) esta amplamente distribuida
pelos tecidos, principalmente pelo tecido hepatico, cardiaco, muscular e renal.
Assim, niveis séricos elevados sdo encontrados em doencas envolvendo estes
tecidos, especialmente doencas hepatobiliares, e também infarto do miocardio
(NAGY, 1984; MOSS et al.,1987).

A principal fonte da enzima alanina aminotransferase (ALT) é o figado, o que
fez com que passasse a ser feita a determinacdo da atividade da ALT para
diagnostico de doencas hepéticas (SHERWIN, 1984; MOSS et al., 1987).

Figura 27. Funcdo hepatica representada pelas enzimas aspartato transaminase
(AST) e alanina transaminase (ALT), no grupo de Tempo 1 de eutanasia. Scaffolds
0,2 e 0,6 representam a formulacdo do scaffold, quitosana/alginato de

sodio/hidroxiapatita nas proporcées
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Fonte: Elaboragéo prépria. *Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA uma via
seguida de Tukey, p<0,05)

Amaral (2014), em seu estudo com ratos fémeas, fazendo uso do BF
alendronato para o tratamento de osteoporose, observou um aumento significativo

na atividade sérica da AST. Ja a atividade de ALT ndo sofreu alteracdo pelo
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medicamento. Assim também nosso estudo demonstrou esse comportamento nos
marcadores hepaticos analisados.

Polyzos et al. (2011) relataram doenca de Paget 6ssea em uma mulher de 53
anos, p6s menopausa, que fez uso do AZ para tratamento da doenca. Os autores
observaram que 0s niveis séricos de ALT, AST e gama-GT aumentaram um dia
apos a administracdo do AZ, indicando que AZ causa lesdo hepatica. Em outro
estudo muito similar, Yanhui et al. (2013) diagnosticaram osteoporose em uma
paciente chinesa com 73 anos de idade. O AZ foi utilizado na terapia e trés dias
apos a infusdo a AST, ALT e a gama-GT foram aumentados. A hepatotoxicidade
induzida por AZ foi confirmada por bidpsia.

Os parametros hematolégicos e também os bioquimicos podem variar muito
entre as linhagens e entre as espécies animais, e também em funcado do método de
coleta de sangue. Melo et al. (2012) consideraram fundamental a determinacao de
valores de referéncia para animais de diferentes biotérios de acordo com a espécie,
a dieta, a linhagem, o sexo e a idade. O estudo dos autores concluiu que é
necessario que cada laboratério estabeleca seus respectivos valores de referéncia
de acordo com a automacao utilizada. Por isso todos 0os parametros sao sempre
comparados com nosso grupo controle.

A figura 28 também mostra a avaliacdo da funcdo hepatica, no grupo de
Tempo 2 de eutanasia. Passados 30 dias apds a ultima administracdo do acido
zoledrbnico, é possivel observar que a atividade das enzimas hepaticas se
reestabelece no grupo que recebeu o farmaco. Isto mostra a importancia de se
avaliar diferentes tempos de exposicédo e pOs-exposicdo, ja que 0 organismo pode

se recuperar, e alguns resultados podem nem serem percebidos.
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Figura 28. Funcdo hepatica representada pelas enzimas aspartato transaminase
(AST) e alanina transaminase (ALT), no grupo de Tempo 2 de eutanasia. Scaffolds
0,2 e 0,6 representam a formulacdo do scaffold, quitosana/alginato de

sodio/hidroxiapatita nas propor¢coes
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Fonte: Elaboracdo prépria. Sem diferenca estatistica (ANOVA uma via seguida de Tukey,
p>0,05). Os resultados da funcao renal estdo apresentados nas figuras 25 e 26, de
acordo com o tempo final de eutanéasia (15 e 30 dias ap0s a Ultima administracao de
AZ), respectivamente

Para a analise da fun¢do renal, no Tempo 1 (Figura 29), a concentracdo de
ureia ndo se alterou comparando-se todos 0s grupos, ou seja, nem o acido
zoledrbénico nem os scaffolds causaram qualquer dano renal a ponto de alterar a
concentracdo sanguinea da ureia. Por outro lado, a concentracdo da creatinina
mostrou-se significativamente aumentada (p = 0.017) no grupo &cido zoledrénico
comparado ao controle. Tal achado representa um possivel dano renal causado pelo
farmaco. Entretanto, nos grupos em que foram inseridos os scaffolds, a
concentracdo de creatinina foi mantida similar ao controle, demostrando a néao

toxicidade renal do biomaterial.
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Figura 29. Funcédo renal no grupo de Tempo 1 de eutanasia. Scaffolds 0,2 e 0,6
representam a formulacao do scaffold, quitosana/alginato de sodio/hidroxiapatita nas
proporgdes 1:1:0,2 e 1:1:0,6, respectivamente
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Fonte: Elaboracao prépria. *Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA uma via
seguida de Tukey, p<0,05)

Ja no Tempo 2 (Figura 30), assim como ocorreu com a fungdo hepatica, a
funcdo renal ndo se alterou comparando-se todos 0s grupos, demostrando essa
alteracao transitéria da creatinina, tempo dependente.
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Figura 30. Funcédo renal no grupo de Tempo 2 de eutanasia. Scaffolds 0,2 e 0,6
representam a formulacao do scaffold, quitosana/alginato de sodio/hidroxiapatita nas

proporgdes 1:1:0,2 e 1:1:0,6, respectivamente
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Fonte: Elaboracdo prépria. Sem diferenca estatistica (ANOVA uma via seguida de Tukey,
p>0,05)

A ureia € sintetizada no figado, a partir da amoénia, que € produzida por
desaminacdo dos aminoacidos. A ureia € principalmente excretada pelos rins. A
determinacdo do nitrogénio de ureia no sangue € o exame mais utilizado para testar
funcdo renal. O aumento na concentracdo de ureia no sangue sdo observados nos
casos de perfusdo renal inadequada, choque, diminuicdo do volume sanguineo
(causas pré-renais), nefrite cronica, necrose tubular, nefrite glomerular (causas
renais) e obstrucdo do aparelho urinario (causas pos renais). Podem também ser
observadas subidas transitérias durante periodos de ingestdo proteica elevada
(ROCK et al.,1987).

A determinacdo da creatinina no soro ou no plasma constitui o método
utilizado com mais frequéncia para avaliar a funcéo renal. A creatinina é um produto
do fosfato de creatina do metabolismo muscular, que normalmente é gerado no
organismo a uma velocidade razoavelmente constante. A creatinina € filtrada pelos
glomérulos e, em condicbes normais, ndo € reabsorvida pelos tubulos. Uma
guantidade pequena, mas significativa, da creatinina € secretada ativamente pelos
rins. Um aumento da creatinina sérica é observado quando ocorrem lesGes graves
nos rins (THOMAS C., THOMAS L., 2005; LAMB et al., 2006; LAMB et al., 2005).
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Banerjee et al. (2003) relataram um caso de um homem com necrose tubular
aguda comprovada por biépsia, apds administracao intravenosa de trés doses de 60
mg de pamidronato durante um periodo de duas semanas. O pamidronato foi
administrado para tratar a hipercalcemia do paciente. O nivel sérico de creatinina
desse paciente comegou a aumentar durante o tratamento com pamidronato,
corroborando nossos achados, com severa perda da funcéo renal, imediatamente
apos a terapia com BFs. Esses mesmos autores também relataram que estudo com
roedores, que desenvolveram necrose tubular aguda, seis dias apés administracédo
de pamidronato.

Fihn et al. (2003) mostraram 72 casos de insuficiéncia renal associada com
AZ. Essa série de casos consistiu em um grupo heterogéneo de pacientes, com
mieloma mudltiplo, com tumores, alguns em condicbes benignas e outros sem
diagnostico. Do total de pacientes, 25% receberam apenas uma dose de AZ e
tiveram insuficiéncia renal ap6s cerca de 11 dias. A insuficiéncia renal evoluiu apos
cerca de 56 dias de uso do AZ. Dos 72 pacientes, 27 necessitaram de dialise e 18
morreram em decorréncia de fatores de risco subjacentes a faléncia renal
medicamentosa. Em resumo, 0s autores apoiaram a recomendacdo do uso de AZ
em cancer metastatico, mas com as precaucbes de regular monitoramento da
funcdo renal, hidratacdo adequada e interrupcdo do tratamento se a funcao renal
comecar a ficar comprometida.

Os efeitos renais de doses minimamente nefrotoxicas de ibandronato e
zoledronato foram avaliados em ratos. A seguranga renal dos BFs administrados via
intravenosa depende da dose, da meia-vida do tecido renal e dos intervalos das
doses. Contudo, os autores mostraram diferencas entre ibandronato e zoledronato
com relacdo aos danos renais em doses nefrotoxicas minimas (PFISTER et al.,
2003).

Body et al. (2005) revisaram dados pré-clinicos para as diferengas dos BFs no
risco de insuficiéncia renal, através de exame histopatologico. Os autores
concluiram que as razbes para essas diferencas ndo séo completamente
compreendidas, mas indicam que podem ser influenciados por propriedades
farmacocinéticas, tais como meia-vida do tecido, ligacdo as proteinas e poténcia
intracelular. O BF é depositado em areas de formacdo 0ssea, ndo é metabolizado e
€ eliminado inalterado por rins através da filtracdo glomerular e do sistema de

excrecdo tubular. Doses elevadas de alguns BFs mostraram sobrecarregar a
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eliminacao renal, e o composto retido poderia danificar as células renais (BODY et
al., 2005).

Assim, fica evidenciado que o uso terapéutico dos BFs induz o aumento no
nivel sérico da creatinina, assim como ocorreu em nosso estudo.

As concentracdes de calcio sérico encontradas estdo apresentadas na figura
31. Em A, observa-se a concentracdo de calcio referente ao grupo de Tempo 1, e
em B de Tempo 2. No Tempo 1, um aumento significativo no célcio do grupo AZ +
scaffold 0,6 foi encontrado, comparado ao grupo AZ. Ja no Tempo 2, nenhuma

alteracao foi observada.

Figura 31. Concentracdo sérica de calcio no Tempo 1 (A) e no Tempo 2 (B) de
eutanasia. Scaffolds 0,2 e 0,6 representam a formulacdo do scaffold,
quitosana/alginato de soédio/hidroxiapatita nas propor¢bes 1:1:0,2 e 1:1:.0,6,

respectivamente
3 Controle
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Fonte: Elaboracdo propria. *Estatisticamente diferente do grupo AZ (ANOVA uma via
seguida de Tukey, p<0,05)

7

Com relagdo ao calcio, este € o elemento mineral mais abundante no
organismo. Encontrando-se na sua maioria (99%) nos 0ssos, principalmente sob a
forma de hidroxiapatita. Entre as funcdes extra-esqueléticas do calcio tem-se o seu
envolvimento na coagulacdo sanguinea, na conducdo neuromuscular, na
excitabilidade do musculo esquelético e cardiaco, na ativagdo enzimatica e na
conservacdo da integridade e permeabilidade da membrana celular. Os niveis
séricos de calcio sdo controlados pelo hormbénio da paratireoide (0 paratormonio),

pela calcitonina e pela vitamina D. Um desequilibrio de qualquer um destes
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moduladores conduz a altera¢des dos niveis de célcio. O aumento do paratormdnio
ou da vitamina D estdo normalmente associados a hipercalcemia (ENDRES, RUDE,
2006).

Amaral (2014) ressaltou, em seu estudo com ratos fémeas fazendo uso do
alendronato para o tratamento de osteoporose, que as concentragfes de calcio e
fésforo se mantiveram dentro da normalidade tanto para 0s animais com
osteoporose induzida como para aqueles que ndo foram submetidos a inducéao.
Esse resultado corrobora nosso estudo no que diz respeito ao grupo recebendo o
AZ, em que os niveis de célcio se mantiveram similares a do controle. Também néao
foram encontradas alteracBes significativas nos niveis séricos de calcio quando o
efeito do alendronato foi avaliado em ratos fémeas com osteoporose induzida por
glicocorticoide (SILVA, 2006).

No nosso estudo, as concentracdes de célcio ndo foram alteradas pelo
medicamento utilizado, porém, poderiamos sugerir que o0 aumento de Ca no grupo
AZ + scaffold 0,6 poderia ter ocorrido devido a inser¢cdo do biomaterial com maior
guantidade de hidroxiapatita, liberando sistemicamente o calcio. Por outro lado, a
implantacdo do material foi local (na fenda da extracdo do dente) e ndo uma
administracéo sistémica de hidroxiapatita. Entdo, o aumento da concentracao sérica
de célcio deve ser melhor investigada.

Apesar de o biomaterial ter tido aplicacao local, € importante ressaltar todas
essas variacdes sistémicas, tanto no sangue total quanto no soro. O 0sso é um
tecido bastante vascularizado, pois necessita de uma constante assimilacdo de
elementos nutritivos e minerais ocorrendo um intercambio constante do Ca do
plasma sanguineo (absorvido da alimentacédo) e dos 0ssos para manter o equilibrio
da mineralizagdo (KIERSZENBAUM; TRES, 2012). Assim ocorrendo os efeitos
sistémicos, que poderiam ter absorvido os minerais do biomaterial, e transferindo os

até a corrente circulatéria e consequentemente nos sistemas hepaticos e renais.

5.6 LimitacOes e pontos fortes do estudo

Este trabalho tinha como propostas avaliar o scaffold na prevencédo da
osteonecrose induzida por AZ e estabelecer um modelo experimental para
implantac&o de scaffold em ratos. Este modelo foi estabelecido, ndo somente com a
exodontia, como era a proposta inicial, mas também com o desgaste 6sseo local.

Entretanto, o design do scaffold dificultou sua implantacdo na fissura formada
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gquando considerada somente na exodontia, fato que indicou a necessidade da
osteotomia.

Assim, sugere-se que uma nova forma farmacéutica do biomaterial, como um
pé ou um biofilme, pudesse ser estudado. Também se percebeu que somente a
osteotomia seria suficiente para a implantacdo do scaffold, sem necessidade de
extracao dentaria.

Além disso, por se tratar de um modelo com pequenos roedores, houve
dificuldade no que diz respeito ao acesso visual dos ultimos molares para a
verificacdo da permanéncia dos scaffolds durante todo o experimento. E possivel
gue os scaffolds tenham se desprendido antes do término do tratamento, sem terem
permanecido tempo suficiente em contato com a fenda produzida. Assim, se o
formato scaffold fosse mantido, um modelo com roedores maiores, como o coelho
ou ainda com cées seria 0 mais indicado.

Mais ainda, este estudo ndo contou com a antibioticoterapia, ja que objetivo
também era avaliar se o scaffold poderia ter efeito antimicrobiano. Somado ao fato
do deposito de pelos e restos de racdo no local, a regeneracéo do tecido lesado se
tornou ainda mais dificil.

Por outro lado, pesquisando mais sobre o tema, foi observada uma boa
guantidade de trabalhos demostrando a histopatologia da doenca em ratos, porém
escasso numero de trabalhos que tivessem analisado parametros hematolégicos e
bioquimicos de ratos tratados com acido zoledrénico. Tal fato, inclusive, demandou a
utilizacdo de artigos cientificos com humanos para a comparagdo com este estudo
em animais, na sessdo de Discusso. A vista disso, o presente trabalho foi um dos
pioneiros avaliando o quadro clinico dos animais pelo hemograma, funcao renal e
hepatica e, além disso, pelos mesmos parametros, permitiu a avaliar a seguranca da

implantacdo do biomaterial, quanto a sua biocompatibilidade e toxicidade.
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6. CONCLUSOES

Os principais achados do estudo foram:

e O ganho de massa corporea ocorreu de maneira semelhante em todos os
grupos, apesar do tratamento com AZ, da exodontia e da implantag&o dos scaffolds;

e Os animais submetidos a terapia com AZ apresentaram irritacao periorbital, e
os scaffolds ndo foram capazes de reverter esse quadro;

e As radiografias ndo foram conclusivas no que diz respeito & presenca de
osteonecrose;

e Pela analise histopatolégica no T1, observou-se osteonecrose apenas no
grupo tratado com AZ. A implantacdo dos scaffolds, apesar do processo inflamatorio
supurativo, da presenca de colonias bacterianas e da osteomielite, conseguiu
prevenir a osteonecrose;

e A porcentagem de animais com osteonecrose no grupo AZ diminuiu no T2.
Isso significa que, com o cessar da aplicacdo do AZ e com o passar do tempo (30
dias apds a dltima administracdo de AZ), a osteonecrose tende a regredir;

e Ainda no T2, em 50% dos animais do grupo scaffold 0,2 ocorreu osteogénese;

e O saffold ndo demostrou caracteristica antimicrobiana;

e Quando se avalia o Tl - parametros hematolégicos, o scaffold de
concentracdo de hidroxiapatita 0,6 ndo se mostrou seguro para 0S parametros
hemoglobina e hematdcrito, demostrando diminuicdo da concentracdo. Contudo, 0s
parametros voltam a normalidade no T2, sugerindo uma melhora tempo-dependente;

e Com relacao as funcdes hepatica e renal, os scaffolds se mostraram seguros;

e O aumento de Ca pode ser devido a insercdo do biomaterial com maior
guantidade de hidroxiapatita, entretanto, a normalidade também foi tempo-

dependente.
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