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RESUMO

Objetivo: Avaliar a formacdo de lacunas 6sseas em ratos em risco de OMIM, submetidos a exodontias e
regenracdo 6ssea com enxerto de 0sso xendgeno, e enxerto de - trifosfato de calcio (B-TCP).

Métodos: Foram utilizados 20 Ratos Wistar machos com 3 meses de idade, pesando 350 — 450¢g, submetidos a
indugdo da Osteonecrose por uso de acido zoledronico (0,2mg/kg) durante 05 semanas. Na 7a semana foi realizado
a cirurgia de exodontia dos molares superiores direito e preenchimento do alvéolo com coagulo (controle), enxerto
xenogeno (Grupo 2), e B- trifosfato de calcio (B-TCP) (Grupo 3). A eutanasia foi realizada na 152 semana. Foram
realizadas analises morfométrica e estereoldgica. Foram utilizados os testes estatisticos ANOVA e Tukey,
considerando-se um nivel de significancia de 5%.

Resultados:. A andlise quantitativa demonstrou que o Grupo 3 (BTCP) apresentou menor formagdo de lacunas
0Osseas e maior formacdo de tecido ésseo sadio quando comparado com os grupos 1 e 2 (p<0,05).

Conclusdo: Os resultados deste trabalho demonstram uma menor formacdo de lacunas dsseas quando utilizado
BTCP para regenragdo 6ssea dos alvélos de ratos em risco de OMIM. No entanto, mais estudos necessitam ser
realizados até o desenvolvimento de um protocolo definitivo para prevencdo desta complicagdo em humanos.
Palavras-chave: Bisphosphonatos, Osteonecrose, Enxerto ésseo.

ABSTRACT

Alveolar bone repair in rats at risk for Medication Relatead Osteonecrois of the jaw undergoing bone
regeneration with Xenogen graft and calcium B-triphosphate (B-TCP)

Objective: To evaluate the bone defect in rats with osteonecrosis in the region where the extraction was performed
using only clot, xenogen bone graft, and calcium B-triphosphate (B-TCP) graft.

METHODS: Twenty male Wistar rats weighing 350-450 g were submitted to osteonecrosis induction for the use
of zoledronic acid (0.2 mg / kg) for 5 weeks. In the 7th week, the maxillary right molar extraction and filling of
the alveolus with clot (control), xenogene graft (Group 2) and calcium B-triphosphate (B-TCP) were performed
(Group 3). Euthanasia was performed in the 15th week. Morphometric and stereological analyzes were performed.
The ANOVA and Tukey statistical tests were used, considering a level of significance of 5%.

Results: Quantitative analysis showed that Group 3 (BTCP) presented less bone defect formation when compared
to groups 1 and 2 (p <0.05).

Conclusion: The results of this work were favorable for the use of BTCP for guided bone regeneration and
prevention less manifestation of OMIM in rats. However, more studies need to be performed until the development
of a protocol to prevent this complication

Keywords: Bisphosphonate. Osteonecrosis. Bone graft
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INTRODUCAO

A expectativa de vida do brasileiro subiu
para 75,8 anos, frente ao aumento da
longevidade também aumenta a incidéncia de
doencas da terceira idade, dentre elas a
osteoporose e doencas oncolégicas (IBGE,
2017).

Na expectativa de controlar as
manifestacBes clinicas destas doencas, nos
altimos anos, tornou-se corrente o uso de
medicamentos antirreabsortivos, que inibem a
atividade osteoclastica, que é responsavel pela
reabsorcao Ossea e tém se mostrado eficazes na
reducdo da dor e na prevencdo de metastases
Osseas, além de novas drogas anti-angiogénicas
para o0 tratamento de lesdes malignas
(RUGGIERO et al., 2009) A despeito dos seus
beneficios, uma importante complicacao
denominada de Osteonecrose dos Maxilares
Induzida por Medicamentos vem sendo
observada nos pacientes que utilizam estes
medicamentos, que se caracteriza clinicamente
por exposi¢des e sequestros 6sseos na regiao
bucomaxilofacial (RUGGIERO et al., 2009;
MARX, 2014).

Marx (2003) descreve em seus relatos 36
casos de ocorréncia de lesdes osteonecroticas
dos maxilares, associadas ao uso de
pamidronato e do zoledronato, drogas que
pertencem a classe dos bifosfonatos, inibidoras
da reabsorcdo 6ssea, alertando sobre o risco de
uma crescente epidemia desta patologia. Desde
entdo  indmeras  pesquisas tem  sido
desenvolvidas com o objetivo de entender os
fatores de risco e minimizar a ocorréncia da
Osteonecrose dos Maxilares Induzida por
Medicamento (OMIM).

A avaliacdo do tempo de tratamento com
este farmaco, a via de administracdo oral ou
venosa, e o estudo de marcadores biologicos
como o CTX e o TRACP — 5b representam
aspectos importantes na avaliacdo pré-
operatéria do  paciente  usuario  de
medicamentos indutores de osteonecrose, como
tentativa de prever o risco de ocorréncia desta
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complicacdo (RUGGIERO et al., 2009; MARX,
2014)

Quando a OMIM atinge estagios mais
avancgados, 0 seu tratamento se torna cada vez
mais dificil e com risco aumentado para a
morbidade para os pacientes, que podem ser
submetidos desde sequestrectomias via acesso
intrabucal até grandes resseccdes envolvendo a
mandibula, maxila e osso zigoméatico (MARX,
2009)

Apls aproximadamente 15 anos dos
primeiros relatos da OMIM, e de uma série de
novas pesquisas com teriparatida, que é uma
forma recombinante do hormoénio da
paratireoide; um agente metabdlico efetivo no
crescimento 0sseo e usado no tratamento de
alguns tipos de osteoporose, hormonio utilizado
para induzir um aumento 6sseo generalizado
através do seu uso intermitente que ativa
osteoblastos e osteoclastos resultando em tal
efeito; com a finalidade de minimizar sua
ocorréncia (OMIM), o uso indiscriminado dos
medicamentos causadores para pacientes em
tratamento de osteoporose, somado com o
inadequado conhecimento dos  cirurgides
dentistas no manejo desses pacientes, faz com
gue ainda exista um crescente na ocorréncia de
OMIM (CAMPISI et al., 2014; SCHWARTZ,
2015; PELAZ et al., 2015).

OBJETIVO

Avaliar a formagdo de defeitos 0sseos
(lacunas) em alvéolos de ratos em risco de
OMIM, que foram submetidos a exodntia e
regenragdo oOssera guiada.

METODOLOGIA

O presente trabalho foi iniciado apos a
aprovacao pela Comissdo de ética no uso de
animais da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” Faculdade de
Odontologia de Aracatuba com parecer final de
namero 00940-2017.

Animais

Ratos wistar machos com 2 meses de
idade foram mantidos em biotério proprio da
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UNESP sob temperatura de 200+50C e ciclo
claro-escuro (6:00-18:00h) controlados. Eles
receberam ragao e agua ad libitum. Aos 3 meses
de idade, com aproximadamente 350-450g, 0s
animais foram randomicamente divididos em
trés grupos (TABELA 1). Foi induzida
previamente a Osteonecrose em todos 0s grupos
utilizando o bifosfonato (Acido Zoledrdnico)
intravenoso (V) através da veia caudal, uma
vez por semana durante 5 semanas de maneira
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ininterrupta, onde decorridas 7 semanas do
inicio da inducdo, foram realizadas as
exodontias do 10 molar superior direito de todos
0s animais. No grupo 1 o alvéolo foi mantido
com coagulo, no grupo 2 foi utilizado enxerto
xenogeno (Lumina Bone!,Criteria, S&o Paulo,
Brasil). No grupo 3 o alvéolo foi preenchido
com [- trifosfato de célcio (ChronQOS, Synthes,
Suica).

GRUPO BIOMATERIAL | NUMERO DE ANIMAIS
1 X (Coagulo 6
2 Xendgeno 6
3 BTCP 6

Tabela 1. Distribui¢do de animais por Grupos e Biomateriais utilizados.

Os grupos ficaram determinados como:
Grupo controle (G1, n = 6): Exodontia do
primeiro  molar  superior  direito e
preenchimento do alvéolo com coagulo de ratos
em risco de OMIM; Grupo dois (G2, n = 6):
Exodontia do primeiro molar superior direito e
preenchimento do alvéolo com enxerto
xenodgeno, de ratos em risco de OMIM; Grupo
trés (G3, n= 6): Exodontia do primeiro molar
superior direito e preenchimento do alvéolo
com BTCP, de ratos em risco de OMIM,;
Inducédo da OMIM

O Acido Zoledrénico (BLAZTERE ®)
foi aplicado por via intravenosa uma vez por
semana por 5 semanas a partir dos 3 meses de
idade. As doses administradas foram de 0,04 mg
de &cido zoledrénico em solugdo salina (0,2
mg/ml). Visto que ndo existe um protocolo
considerado unanimidade para indugdo de
OMIM pelo uso de bifosfonatos em modelo
animal, e considerando as diferencas de
metabolismo entre as duas espécies.

Extracao Dentéria

Os primeiros molares superiores
direitos foram extraidos de todos 0s grupos, na
7% semana apds o inicio do protocolo de
inducgdo. O procedimento cirurgico foi realizado
sob anestesia geral com injecdo intraperitoneal
(IP) de Ketamina 90 mg/kg + Xilazina 10
mg/kg, onde os animais foram colocados na
posicdo de dectbito dorsal em mesa de
operacdo personalizada. Um Descolador de
Molt n°® 9 foi usado para separar a insergédo
gengival e luxar o dente (Fig.1l), apds a
exodontia, foi realizada um descolamento de
tecidos moles da regido que corresponde ao
alvéolo onde encontrava-se o0 elemento
extraido, com intuito de auxiliar na manutencao
do coagulo ou biomaterial no interior do alvéolo
(Fig.3 e 4), em seguida, foi realizada a sutura,
utilizando fio de seda 4-0. Para realizacdo de
analgesia pds-operatoria foi administrado
Dipirona 400 mg/kg por injecBes subcutaneas a
cada 12h por 48 horas, e cefalexina 15mg/kg de
12/12h por 03 dias.
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Figura 1. Primeiro Molar superior direito extraido do animal do Grupo 3.

Eutanésia

Na 152 semana do inicio do tratamento,
todos os animais foram submetidos a eutanasia
com injecdo IP de ketamina (180 mg/kg) e
xilasina (20 mg/kg), seguidos de deslocamento
cervical. Foi realizado uma ressecgdo em bloco da
regido alveolar para analise histoldgica e futura
analise imuno-histoquimica.
Analise Histoldgica

A andlise foi realizada na regido de
interesse, que corresponde a area entre a raiz

mesio palatina do segundo molar superior
direito em direcdo a anterior (onde foi extraido
0 primeiro molar) - sentido antero posterior
(Fig. 2); determinamos esta regido, como sendo
a regido de interesse devido ao fato de ser o
local anatbmico onde encontrava- se 0 primeiro
molar superior direito, que foi extraido,
causando assim um trauma no local, que
favoreceria o desenvolvimento de osteonecrose
neste sitio.

Tec. Conjuntivo
[l Tec. Epitelial
B Tec. Muscular

Tecido Osseo
integro

Lacuna

Figura 2. Corte histoldgico evidenciando as areas de interesse de anélise.
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Foram mensuradas as porcentagens de
lacunas por meio da grade de Merz. Utilizando
qguatro grades retangulares com 100
pontos/grade sobre as imagens, a quantificacao
foi realizada. O calculo da porcentagem de cada
item analisado foi alcancado quantificando a
presenca de cada tipo de tecido em cada ponto
da grade., obtendo dessa forma uma média da
porcentagem tecidual relativa de cada item de
todas as amostras. (Figura 3)
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Andlise Estatistica

Para a analise estatistica foi utilizado o
software GraphPad Prism® 7.04 (La Jolla, CA,
USA). Foi realizado a andlise descritiva e
tabulacdo dos dados com as médias obtidas de
cada grupo, seguido de uma anélise de variancia
(ANOVA), e teste de comparacdo de médias de
Tukey para averiguar a diferenga entre os 3
grupos. O nivel de significancia adotado para
todos os testes foi de p<0,05.

Figura 3. Grade Merz posicionada para anélise dos pontos de interesse em animal do Grupo
Controle.

RESULTADOS

Apobs a contagem manual utilizando a
grade de Merz foi obtido a porcentagem de
Lacunas Gsseas de cada grupo, e realizado uma
anélise comparativa entre eles (Figura 8-10). O
grupo 1 apresentou 32% de lacunas, o grupo 2,
27%, e o grupo 3, 18%.

o teste de Tukey. O grafico 1 demonstra os
resultados da varidvel lacuna, onde ha uma
diferenca estatisticamente significativa entre 0s
grupos 3 (BTCP) e 1 (Controle), e os grupos 3
(BTCP) e 2 (Enxerto Xendgeno), ja entre 0s
grupos 2 e 1 o teste indica que ndo hé& diferenga
estatistica significativa entre 0s grupos

o : . (p=0,3293).
Para anélise comparativa das areas de
lacunas 6sseas, foi realizado o teste ANOVA e
EDITORA UNIFESO
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Formacao de Lacunas

35

30

20 * p=0,3293

w

** n=0,009

Gl

**n=0,0180

G3

Gréafico 1. Avaliacdo comparativa da formacdo de lacunas. (*) sem diferenca estatistica
significativa entre os grupos. (**) diferenca estatistica significativa entre os grupos.

DISCUSSAO

Os primeiros relatos da OMIM
comegaram a partir de 2003 onde ainda pouco
se sabia sobre esta patologia, mas desde entdo
muito se evoluiu neste tema, e ap6s 14 anos
existem protocolos bem estabelecidos para cada
fase da doenca, métodos de prevencdo com
exames laboratoriais, assim como a
identificagdlo de novos  medicamentos
associados a OMIM (MARX, 2003; MARX,
CILLO e ULLOA, 2007; MARX, 2014).
Apesar de toda evolucdo, o manejo da OMIM
ainda se baseia na prevencgdo, pois ndo existe
um método de tratamento definitivo capaz de
reverter a osteonecrose quando a doenca ja esta
instalada, o que gera uma alta morbidade para
estes pacientes ( VOSS et al., 2017).

Mesmo com a ampla divulgacéo no meio
cientifico das complicagdes da OMIM, ainda
existe uma crescente na ocorréncia desta

patologia (MARX, 2014). O uso indiscriminado
de bifosfonatos para tratamento da osteoporose
pelos médicos, e a falta de conhecimento no
manejo da OMIM por parte do cirurgido
dentista representam o maior problema para o
aumento na ocorréncia destes  casos.(
EDWARDS et al., 2008; SCHWARTZ, 2015).

Na busca de novos métodos de prevencgdo
desta complicagdo, este trabalho realizou um
modelo experimental para inducdo da OMIM
utilizando  biomateriais, para evitar a
manifestacdo clinica desta patologia em ratos.
Os resultados obtidos indicaram que a aplicacao
dos biomateriais ap6s a extragdo esteve
diretamente relacionado com a menor formag&o
de lacunas no grupo 3 (BTCP).

CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho demonstram
uma menor formacdo de lacunas ésseas quando
utilizado BTCP para regenracdo oOssea dos
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alvélos de ratos em risco de OMIM. No entanto,
mais estudos necessitam ser realizados até o
desenvolvimento de um protocolo definitivo
para prevencao desta complicagdo em humanos.
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