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RESUMO

A osteonecrose dos maxilares induzida por bifosfonatos (BFs) nitrogenados €
considerada uma complicagdo importante quando da necessidade de intervencdes cirirgicas
na cavidade bucal, cuja prevengéo e tratamento ainda ndo sdo bem estabelecidos. Deste modo,
0 presente estudo propds analisar o efeito do extrato de cha verde a 1% no reparo de alvéolos
dentarios em animais tratados com BF. Sessenta ratos albinos Wistar machos adultos foram
distribuidos em quatro grupos, de acordo com o tratamento: Grupo C — Controle, animais
tratados com soro fisioldgico 0,9% via endovenosa (EV), Grupo CV - tratados com cha verde
a 1% na &gua de beber, Grupo ZL - tratados com &cido zoledronico via EV, Grupo ZL+CV -
tratados com &cido zoledronico via EV e administracdo de cha verde a 1% na agua de beber.
A droga foi administrada na dose de 0,035 mg/Kg via EV a cada duas semanas. Apds quatro
semanas do inicio da administracdo do BF, foram realizadas as extracdes dos dentes molares
superiores do lado direito dos animais de todos os grupos, quando se iniciou a administragdo
de ch4 verde a 1% aos animais dos grupos CV e ZL+CV. Apoés os periodos de 7, 14 e 28 dias
das extragOes dentarias os animais foram eutanasiados e os espécimes removidos para serem
submetidos & anélise microscopica morfoldgica. Os alvéolos do Grupo C repararam de acordo
com morfologia e cronologia normais. Os alvéolos dos grupos experimentais apresentaram
padrdo morfoldgico de reparo similar, com persisténcia de exposicéo da superficie 6ssea no
decorrer dos periodos, associado & adesdo de biofilme bacteriano tipo Actinomyces spp. O
Grupo CV apresentou moderada atividade osteoclastica e discreta osteogénese, enquanto que
nos Grupos ZL e ZL+CV o reparo alveolar ndo havia ocorrido até os 28 dias, com evidente
instalacdo do quadro de osteonecrose dos maxilares. Deste modo, concluiu-se que a ingestéo
do cha verde ndo melhorou o reparo dos alvéolos em comparagéo ao grupo controle. Do
mesmo modo, também ndo contribuiu de maneira importante para o reparo na associa¢éo do
acido zoledronico observando-se as mesmas caracteristicas histologicas quando comparado
aos animais que receberam o acido zoledrdnico isoladamente.

Palavras-chave: Bisfosfonatos. Cha verde. Ratos. Reparo alveolar. Reparo 6sseo.



ABSTRACT

Nitrogen containing bisphosphonate (BPs) induced osteonecrosis of the jaws is
considered a relevant complication in the necessity of oral surgery procedure and which
prevention and treatment are still not completely known. Considering this information, this
study aimed to analyze the effect of 1% green tea in the repair of dental sockets repair of
animals treated with BP. Sixty adult male Wistar rats were distributed into four groups,
according to the treatment: Group C — Control, animals treated with 0.9% saline solution
endovenously (EV), Group CV - treated with 1% green tea in drinking water, Group ZL -
treated with zoledronic acid EV, Group ZL + CV - treated with zoledronic acid EV and 1%
green tea in drinking water. The drug was administered in the dosis of 0.035 mg/Kg EV every
two weeks. After four weeks from the beginning of BP administration, the upper right molars
of all animals were removed, and 1% green tea started to be offered to the animals of CV and
ZL+CV groups. After 7, 14, and 28 days of the dental extractions, the animals were
euthanized and the specimens removed to be prepared for microscopical analysis. Sockets
from Group C healed according to normal morphology and chronology. Sockets from
experimental groups presented a similar pattern of repair, with persistence of bone surface
exposure during the periods, associated to the Actinomyces ssp. bacterial biofilm adhesion.
Group CV presented moderate osteoclastic activity and slight osteogenesis, while Groups ZL
and ZL+CV socket healing was not finished until day 28, with evident installation of
osteonecrosis. From these results, it was concluded that the ingestion of the green tea did not
improve sockets repair in comparison to control animals. In the same way, it did not
contribute in an important way for the repair in the presence of BP, being observed the same
histological characteristics when comparing with the animals treated with zoledronic acid
alone.

Keywords: Bisphosphonate. Green tea. Rats. Alveolar repair. Bone repair.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

Os bifosfonatos (BFs) sdo drogas sintéticas analogas ao pirofosfato orgénico, diferindo
em sua composi¢do quimica pela presenca de um atomo de carbono ligado a dois grupos
fosfatos (P-C-P) no lugar do oxigénio do pirofosfato (P-O-P), o que os tornam altamente
resistentes & hidrélise sob condicbes 4cidas e a agdo das pirofosfatases.
(DIMITRAKOPQOULOUS et al., 2006). S&o drogas indicadas para o tratamento das desordens
do metabolismo do calcio como osteoporose, metastases 0sseas, mieloma maltiplo, e Doenca
de Paget por sua alta afinidade pela hidroxiapatita (HA). (ROSEN et al, 2001; SAAD et al,
2002). S&o rapidamente depositados no tecido 6sseo — cerca de 24 a 48 horas — e lentamente
metabolizados (FISHER et al., 2000), possivelmente somente durante o processo de
reabsor¢do. (CREMERS; PAPAPOULOS, 2011). A baixa concentracdo sérica da droga e a
répida afinidade e incorporacdo na matriz 6ssea explicam sua baixa toxicidade. (LAWSON,
2010).

Os BFs classificam-se em dois grupos, os nitrogenados e os n&o-nitrogenados, de
acordo com a introducéo de um 4tomo de nitrogénio em sua estrutura molecular na cadeia
lateral R,, 0 que potencializa sua acgéo antirreabsortiva. (SHINODA et al., 1983). No entanto,
a habilidade dos BFs de se ligarem a HA também depende da cadeia lateral R;, quando a
mesma carrega um grupo hidroxil nesta posicdo (VAN BEEK et al., 1994), como o
alendronato, risedronato e ibandronato. Alguns fatores influenciam a capacidade de absorgao
da droga pelo organismo, como a via de administragéo e apresentacdo, e 0 uso concomitante
com a alimentacéo e ingestdo de célcio. No entanto, os BFs mais potentes s&o administrados
de forma endovenosa (EV), como o zoledronato e o pamidronato, sendo indicados para o
tratamento de metastases 6sseas, mielomas maltiplos e hipercalcemias severas. (MARX et al.,
2005). De acordo com Tarassof e Csermak (2003), por volta de 2,5 milhdes de individuos
faziam uso destas formas de BF.

Os BFs ndo nitrogenados sdo metabolizados para formar andlogos da adenosina
trifosfato (ATP) toxicos que se acumulam no interior dos osteoclastos e o levam a apoptose.
J& os nitrogenados inibem a via mevalonato dos osteoclastos que regula a biossintese de
proteinas isoprenoides para modificagdo lipidica de GTPases, como a farnesildifosfato e a
geranilgeranildifosfato, causando alteragdes em seu citoesqueleto e, consequentemente,
impedindo a formagdo da borda corrugada, essencial para o processo de reabsorcéo, e do
trafego vesicular. (GUTTA,; LOUIS, 2007). A inibicéo prolongada da reabsor¢do 6ssea altera

a viabilidade do tecido 6sseo, o qual depende do processo de remodelacdo fisioldgico,
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acarretando na morte dos ostedcitos no interior da matriz 6ssea. (MARX, 2003). Néo
ocorrendo a substituicdo dos ostedcitos, o sistema capilar também ndo se mantém, podendo
levar a uma condi¢do de necrose Ossea avascular. (MCLEOD, 2007; SARIN, 2008;
RUGGIERO, WOO, 2008). No entanto, estudo recente mostrou que nos 0SS0S nao
manipulados cirurgicamente em animais tratados com alendronado ndo h4 registro de morte
dos ostedcitos. (ABTAHI et al, 2012).

Marx (2003) comunicou a identificacdo de 36 pacientes pela Divisdo de Cirurgia
Bucomaxilofacial da Universidade de Miami, com exposicdo Ossea sintomatoldgica em
maxilas e mandibulas, todos em tratamento com zoledronato ou pamidronato via EV, os quais
ndo respondiam a terapéutica medicamentosa. Desde entdo, inimeros outros casos similares
foram sendo relatados, sendo esta condi¢cdo denominada osteonecrose dos maxilares induzida
por bisfosfonatos (OMIB). Estima-se que a possibilidade de se desenvolver a OMIB
utilizando-se BFs por via oral varia de 0,01 a 0,04% (MAVROKOKKI et al., 2007), enquanto
que por via EV esta porcentagem sobe para 0,8 a 12%. (BAMIAS et al., 2005;
DIMOPOQULOS et al., 2005). Pacientes com historia de doenga bucal inflamatéria, abscesso
periodontal, presenca de infeccdo aguda ou cronica, tem maior risco de desenvolverem
osteonecrose quando submetidos a terapéutica com BFs. (KUMAR, 2008; MIGLIORATI,
2006).

De acordo com Woo et al. (2006), 60% de todos 0s casos de osteonecrose descritos na
literatura ocorreram depois de uma cirurgia dento-alveolar (extracdo dentéria) e os 40%
restantes foram associados a infeccdo, ao trauma de proteses removiveis ou a outro trauma
fisico. Além disso, a propria condicdo sistémica que leva ao uso destes medicamentos
contribui para a facilitagcdo desta condi¢do. No entanto, em modelos animais, a administracéo
parenteral do &cido zoledronico é capaz de desenvolver a osteonecrose apos a realizagéo de
cirurgias bucais, sem que fatores sistémicos ou locais sejam associados. (BIASOTTO et al.,
2010; MAAHS et al., 2010). HOKUGO et al. (2010) induziram a OMIB experimental em
ratos saudaveis por meio de injecbes EV de 35 pg/Kg a cada duas semanas considerando a
posologia indicada para humanos. Apds trés semanas do inicio das injecOes, as extracdes
dentérias foram realizadas mantendo-se a administragdo da droga até o final do experimento
de oito semanas.

Néo existem provas cientificas que apoiem a descontinuacéo da terapia dos BFs como
forma de promover a cicatrizacdo dos tecidos 0sseos necrosados na cavidade bucal. A
descontinuacdo da terapia pode ser discutida com o clinico responsavel, devendo-se

considerar os riscos e beneficios da sua descontinuacéo. A meia-vida dos BFs é longa, e dessa
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forma, a interrupgdo da terapia por alguns meses pode ter efeito minimo, uma vez que ja se
incorporou nos 0ssos. (MIGLIORATI et al, 2006). O tratamento dos pacientes que
desenvolvem a OMIB é dificil e as opcOes terapéuticas sdo escassas. (ENGROFF et al., 2007,
FREIBERG et al., 2007). RUGGIERO et al. (2009) apresentaram o posicionamento da
Sociedade Americana dos Cirurgides Bucomaxilofaciais com relacdo a prevengdo e
tratamento das OMIBs de acordo com o estagio da doenca, incluindo o uso de antibi6ticos
topicos e sistémicos e debridamento cirurgico.

Sabe-se que as terapias alternativas representam um importante e crescente papel na
prevencgdo e tratamento de doengas de etiologias variadas. (TOMATA et al., 2012). A agdo
anti-oxidante derivada de componentes polifendlicos (catequinas) de plantas como o cha
verde (Camellia sinensis) tem se mostrado efetiva em inumeras condicg@es, incluindo as
desordens do tecido 6sseo. (SHEN et al., 2011; SHEN et al., 2011). Dentre eles, incluem
epigalocatequina galato (EGCG), epicatequina galato (ECG), epicatequina (EC) e
epigalocatequina (EGC), sendo a EGCG a catequina mais abundante. (YANG et al., 2000).
No entanto, por sua ag&o protetora do tecido 6sseo especialmente em processos reabsortivos, a
administracdo do cha verde em pacientes sob tratamento com BFs poderia potencializar seus
efeitos, aumentando o risco das OMIBs. Estudos demonstram a direta influéncia das
catequinas na diferenciacdo e ativacdo osteoclastica por varias vias, incluindo as vias MMPs.
(YUN et al., 2004; OKA et al.,, 2012) e RANKL (SATO; TAKAYANAGI, 2006), e na
melhora da diferenciagdo e atividade osteoblastica via fator de transcricdo Runx-2 (Runt-
related transcription factor-2). (CHEN et al., 1994). Por outro lado, a acdo da EGCG na
osteoporose parece ocorrer pela inibicdo do processo inflamatdrio que se instala, mediado por
eicosanoides como as ciclo-oxigenase 2 (COX-2), lipoxigenases e Oxido nitrico sintase.
(TIPOE et al., 2007).

A partir do exposto, propde-se avaliar os efeitos da ingestdo do extrato de cha verde a
1% na agua de beber no reparo de alvéolos dentéarios apds a exodontia de molares de ratos
tratados com &cido zoledrénico, a fim de se analisar sua acdo no processo de reparacdo do

tecido 6sseo e mucosa por meio de morfologia microscopica.
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2 MATERIAL E METODOS

O projeto foi encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisa Animal da Faculdade de
Odontologia de Bauru — FOB/USP (protocolo 037/3012). Foram utilizados ratos albinos
Wistar machos, com cinco meses de idade e peso aproximado de 400 gramas provenientes do
Biotério da Universidade Sagrado Coracdo (USC). Os animais foram colocados em gaiolas de
polipropileno, com cinco animais em cada gaiola, forradas com maravalha branca de pinho
autoclavada trocada trés vezes por semana. Durante todo o periodo experimental, os animais
permaneceram no biotério da Universidade do Sagrado Coragdo — USC - Bauru, sob
condicdes controladas de temperatura (22 + 2°C) e ciclo de luz de 12 horas claro/escuro e
exaustdo, recebendo &gua e ragéo sem restricéo.

Os animais foram distribuidos em 4 grupos de 15, com 3 diferentes tempos de
sacrificio: a — 7 dias, b- 14 dias e ¢ — 28 dias, como se segue: Grupo C a, b, ¢ — controle
negativo: animais submetidos a extracdo dentéria e administragdo de soro fisiologico; Grupo
CV a, b, ¢ - animais submetidos a extracdo dentaria e tratados com cha verde a 1% (Cha verde
Folhas selecionadas, Mate Ledo, Fazenda Rio Grande, PR, Brasil) na agua de beber; Grupo
ZL a, b, ¢ — animais submetidos a extracdo dentaria e tratados com &cido zoledr6nico
(Novartis Pharma Stein AG, Stein, Suica); Grupo ZL+CV a, b, ¢ — animais submetidos a
extracdo dentaria e tratados com &cido zoledrbnico e chi verde a 1% (Ch& verde Folhas
selecionadas, Mate Ledo, Fazenda Rio Grande, PR, Brasil) na agua de beber.

Os animais dos Grupos ZL e ZL+CV foram tratados com o &cido zoledrénico
administrado via (EV) na veia lateral da cauda, na dose de 0,035 mg/Kg a cada duas semanas,
de acordo com Hokugo et al. (2010), continuando até o Gltimo periodo experimental. Cada
animal do Grupo CV e ZL+CV recebeu 20 ml de cha verde a 1% na agua de beber preparado
diariamente por infusdo das folhas do cha na proporcéo de 1 g para 100 ml em 4gua filtrada a
60°C durante 10 minutos (MORAES et al., 2011), iniciando no dia das extracdes dentarias.
Apos seis semanas do inicio da administracdo do BF, foram realizadas as extracfes dos
molares superiores do lado direito dos animais de todos os grupos. Os ratos dos Grupos C e
CV receberam soro fisioldgico 0,9% via EV.

Ao inicio do delineamento experimental, todos os animais foram submetidos & cirurgia
para a extracdo dentéria seguindo-se rigidos principios de assepsia. Assim, procedeu-se a
anestesia geral por meio de injecdo intramuscular do anestésico Quetamina a 1% (Francotar,
Virbac Ltda., Sdo Paulo, Brasil) associado ao sedativo Cloridrato de Xilazina a 2% (Virbaxyl

2%, Virbac Ltda., Sdo Paulo, Brasil), na dosagem recomendada pelo fabricante, de acordo
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com o peso corporeo de cada animal. Apés a anestesia, 0 animal foi acomodado em suporte
apropriado em decubito dorsal para o acesso a cavidade bucal. Foi realizada antissepsia extra
e intra-bucal com polivinilpirrolidona a 1% topico e acomodacao de campo estéril fenestrado
para a visualizagdo da face. As extragbes dos molares superiores foram realizadas
inicialmente com auxilio de sindesmotomo para desinsercdo das fibras gengivais e,
posteriormente, com a luxagéo dos dentes com o uso de instrumental com ponta adaptada para
a apreensdo do dente na regido de furca. Na sequéncia, os alveolos foram irrigados com soro
fisiologico 0,9%, e aguardou-se o seu preenchimento por coagulo sanguineo proveniente do
sangramento local. Nao foi realizada sutura da mucosa. Os animais foram medicados com
dipirona 50% via intra-muscular, na dose recomendada pelo fabricante (30mg/Kg) no pés-
operatorio imediato, enquanto anestesiados.

Apbs 7, 14 e 28 dias do inicio das extragBes dentarias todos os animais foram
sacrificados com sobredosagem anestésica para a remocéo dos espécimes (Figura 1). As
hemi-maxilas contendo os alvéolos a serem analisados foram removidas com auxilio de
laminas de bisturi e tesouras, fixadas em formalina (Merck, Darmstadt, Alemanha) a 10% por
48 horas, lavadas em &gua corrente por 24 horas e colocadas em solucdo de EDTA a 4% para
desmineralizacdo dos especimes, até que 0s mesmos apresentassem consisténcia suficiente
para a microtomia. Os cortes semi-seriados foram feitos longitudinalmente ao longo eixo do
alvéolo dentério, em suas por¢Bes mais centrais e corados com Hematoxilina e Eosina e

Tricromico de Goldner.
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3 RESULTADOS

3.1 ANALISE MORFOLOGICA MICROSCOPICA

3.1.1 Grupo controle

Aos 7 dias observou-se &rea de exodontia exposta, sem recobrimento por mucosa com
alvéolos preenchidos por tecido de granulagdo rico em vasos sanguineos e moderadamente
infiltrados por leucdcitos mononucleares em seu terco apical. Nos tercos médio e cervical,
predominio de infiltrado neutrofilico Ap6s 14 dias, notou-se presenca de tecido de granulacdo
predominantemente no terco médio dos alvéolos, com moderado infiltrado inflamatorio
mononuclear, persistindo o infiltrado neutrofilico nos tercos superiores. Notou-se tecido 6sseo
priméario em maturagdo nas regides apicais, com presenca de numerosos osteoblastos e
osteoclastos. No periodo de 28 dias, observou-se tecido 6sseo viavel em remodelagdo, rico em
ostedcitos e com focos centrais de tecido de granulacdo. Neste periodo, a mucosa estava

estabelecida, com lamina propria constituida por tecido conjuntivo fibroso (Figura 2 a, b, c).

3.1.2 Grupo ché verde

No periodo de 7 dias observou-se alvéolos expostos apresentando tecido Gsseo
superficial de aspecto ndo-viavel ausente de ostedcitos, com adesdo de intenso biofilme
associado a focos de intenso infiltrado inflamatorio neutrofilico. Nas regifes médias dos
alvéolos pode-se notar presenca de tecido de granulagdo permeado por moderado infiltrado
inflamatério mononuclear e vasos congestos. Nota-se discreta atividade osteogénica no terco
apical, com presenca de matriz 6ssea priméaria. Ap6s 14 dias, os alvéolos mostravam
exposicao de tecido 6sseo ndo-viavel superficial com adeséo de biofilme, por vezes invadindo
as lacunas de ostedcitos. Notou-se intensa atividade osteoclastica nos fragmentos 6sseos ndo-
vidveis. Aos 28 dias a maioria dos espécimes tinha recobrimento parcial do alvéolo. Pode-se
observar neoformagdo Ossea no terco apical dos alvéolos pela intensa concentracdo
osteoblastica, bem como de maturacdo/remodelagdo marcada pelas linhas basofilicas de

reversdo, apesar de neste periodo se observar apenas eventuais osteoclastos (Figura 3 a, b, c).
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Controle

v

Cha verde ZL ZL + Cha verde

7d

Figura 1 — Aspecto macroscopico das maxilas removidas ap0s os periodos de 7, 14 e
28 dias dos respectivos grupos.
Fonte: Elaborada pela autora.

3.1.3 Grupo acido zoledrdnico

Aos 7 dias, observou-se alvéolos com superficie dssea exposta recoberta por espesso
biofilme bacteriano. O tecido 6sseo mostrou-se nao viavel, em sua maioria, em cujas lacunas
nao se observavam ostedcitos. Nos tercos apicais era possivel visualizar discreto foco de
tecido de granulagdo com alguns vasos congestos. Nos tergos superiores predominava intenso
infiltrado inflamatorio neutrofilico. Neste periodo, ndo se observou atividade osteoclastica ou
osteoblastica. No periodo de 14 dias persistia 0 aspecto de tecido 6sseo ndo viavel recoberto
por biofilme, agora também invadindo o0s espacos medulares. Intenso infiltrado
predominantemente mononuclear preenchia os alvéolos, onde eventualmente se observava

presenca de osteoclastos nos tercos apicais. A persisténcia de tecido 6sseo ndo-viavel exposto
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recoberto por espesso biofilme foi observada aos 28 dias, invadindo os canais de Havers e
espacos medulares, com minima atividade osteoclastica. Os alvéolos apresentavam-se
preenchidos por intenso infiltrado neutrofilico. De modo interessante, observou-se neste
periodo formacdo de uma ponte epitelial sob o fragmento 6sseo contaminado, vindo da

mucosa adjacente (Figura 4 a, b, c).

3.1.4 Grupo ché& verde + &cido zoledrénico

No periodo de 7 dias observou-se exposicdo de tecido 6sseo ndo-viavel, ausente de
ostedcitos, recoberto por espesso biofilme associado a intenso infiltrado neutrofilico. A
presenca do biofilme também pode ser vista na superficie interna dos alvéolos, os quais
estavam predominantemente preenchidos por infiltrado inflamatério mononuclear e
polimorfonuclear, além de vasos sanguineos congestos. Eventual atividade osteoclastica pode
ser visualizada. O mesmo quadro se repetiu aos 14 dias, com &reas focais de tecido de
granulagdo nos tercos apicais neste periodo. Persistia discreta atividade osteoclastica, sem
atividade osteoblastica. Aos 28 dias 0 quadro de exposicdo 0ssea se manteve, com presenca
de sequestros 6sseos, infiltracdo por biofilme bacteriano e alvéolos preenchidos por intenso
infiltrado inflamatdrio neutrofilico. A atividade osteoclastica estava praticamente nula no
interior dos alvéolos (Figura a, b, c).

Em comum, observou-se a presenca de biofilme colonizado por bactérias tipo

Actinomyces spp., especialmente nos grupos experimentais CV, ZL e ZL+CV (Figura 6).
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Fonte: Elaborada pela autora

Nota: a, b) 7 dias - tecido de granulacdo (Tg) infiltrado por leucdcitos mononucleares no terco apical;
¢, d) 14 dias - neoformacdo dssea apical (*); e, f) 28 dias - tecido 6sseo em remodelacdo (#) e
tecido conjuntivo subepitelial (Tc) (a, ¢, e — H.E.; b, d, f — Tricrdmico de Goldner) (Barra =
200um)
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(setas finas); g, h, i) tecido 6sseo neoformado (*) na regido apical e atividade osteogénica (O)
(@a-h-H.E.; c, f, i — Tricrdmico de Goldner) (Barra = 200um)
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Figura 4 — Grupo ZL

Fonte: Elaborada pela autora

Nota: — a, b, ¢) 7 dias — biofilme microbiano aderido a superficie dssea exposta (seta grossa) e tecido
de granulacédo (Tg) infiltrado por mononucleares na regido de terco apical dos alvéolos; d, e, f)
14 dias — persisténcia do biofilme (seta grossa) e tecido de granulagdo, bem como formacgéo de
sequestros 6sseos (S); g, h, i) 28 dias - intenso infiltrado neutrofilico (nt) no interior dos
alvéolos e tecido 6sseo ndo viavel (8) constituindo as paredes (a, b, d, e, g, h=H.E.; ¢, f, i =
Tricromico de Goldner ) (Barra = 200um)
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C

Figura 5 — Grupo ZL+CV
Fonte: Elaborada pela autora

Nota: — a, b, ¢) 7 dias — exposicao da superficie do alvéolo com aderéncia de biofilme (seta grossa) na
superficie e interior do alvéolo, tornando o tecido ésseo ndo-viavel (8). Presenca de infiltrado
predominantemente neutrofilico (nt). d, e, f) 14 dias — persisténcia do infiltrado neutrofilico (nt)
e discreta atividade osteoclastica no fundo alveolar (setas finas). g h, i) 28 dias — desorganizacao
tecidual e presenca de sequentros ésseos (S) (a, b, d, e, g, h = H.E.; ¢, f, i = Tricromico de
Goldner ) (Barra = 200um).



Figura 6 — organizacdo do biofil
Fonte: Elaborada pela autora.
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4 DISCUSSAO

As propriedades benéficas do chi verde pelo seu poder anti-oxidante tem atraido
consumidores em todo 0 mundo. Sua indicagdo nas situagdes de osteoporose chama a atengéo
por sua comprovada influéncia sobre as células 6sseas. (YUN et al., 2004; OKA et al., 2012),
além de seus possiveis mecanismos de osteoprotecdo por meio de sua acéo anti-oxidante, anti-
inflamatéria, osteoimunolégica, na melhora da osteoblastogénese e supressdo da
osteoclastogénese. (SHEN et al., 2009). Considerando-se estas caracteristicas propds-se a
avaliacdo da influéncia da ingestdo do cha verde associada ao uso de bifosfonato nitrogenado
endovenoso, uma vez que este também tem como acdo principal a supressdo do turnover
0sseo para a melhora e manutencdo da massa 0ssea. Entretanto, esta acdo ndo foi observada
durante o processo de reparo 6sseo alveolar do presente estudo.

Macrosocopicamente, os alvéolos apresentaram aspectos bastante semelhantes nos
periodos de 7 e 14 dias, mostrando uma piora no Grupo ZL aos 28 dias, com exposi¢do mais
evidente dos alvéolos ainda neste periodo. No entanto, os resultados microscopicos ndo
revelaram diferencas importantes entre 0s grupos experimentais quando comparados ao
Grupo Controle. Esperava-se que isoladamente a acdo do cha acelerasse o processo de reparo,
diminuindo o processo inflamatdrio e favorecendo a neoformacéo e maturacdo 6ssea. Porém,
0 que se pode observar foi um padrdo de reparo tecidual atrasado em comparagéo ao Grupo
Controle e bastante similar ao Grupo ZL, com persisténcia do infiltrado inflamatdrio
neutrofilico ainda aos 14 dias e areas de exposicdo Ossea aos 28 dias, 0 mesmo acontecendo
quando da associacgdo dos dois produtos.

A acgdo anti-clastogénica do BF confirmou ser mais eficiente que a do cha verde, uma
vez que, com excecdo do dia 7, nos demais periodos ndo foi possivel a visualizagdo de
osteoclastos no interior dos alvéolos nos espécimes analisados do Grupo ZL. J& nos espécimes
do Grupo CV, tal atividade foi observada nos periodos de 7 e 14 dias nas regides mais
profundas do alvéolo. Possivelmente, a influéncia, mesmo que discreta nestas condicdes, do
ché verde sobre a atividade osteocléstica esteja envolvida no atraso do reparo dos alvéolos,
mantendo sua exposicdo e facilitando a penetracdo do biofilme bacteriano presente
inicialmente na superficie. A preparagdo do cha verde, considerando a concentracdo e
temperatura, baseou-se em andlise realizada no Laboratdrio de Farmacologia da Universidade
Sagrado Coracgdo — USC, sob orientacdo do prof. Fernando Tozze Alves Neves, a fim de se
manter a maior quantidade possivel de substancias anti-oxidantes. Apesar deste cuidado, sua

acdo ndo foi suficiente para melhorar o processo de reparo e minimizar os efeitos do BF.
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Vérios trabalhos confirmam a acdo anti-inflamatéria eficaz do ché verde, porém em outras
condi¢Bes, como em uveites induzidas por lipopolissacarideos. (QIN et al., 2014) e
inflamacéo intestinal. (NICOD et al., 2014). No entanto, faltam estudos sobre os efeitos do
ché verde em processos inflamatorios em tecido 6sseo.

Uma condicdo comum a todos os grupos, incluindo o Controle no periodo de 7 dias,
foi a formagdo de espesso biofilme na superficie dos alvéolos, colonizado por bactérias da
espécie Actinomyces spp., de acordo com suas caracteristicas morfoldgicas. A dificuldade em
se definir a patogénese da OMIB leva a sua busca em indicios que se manifestam na doenga
instalada. Recentemente, De Ceulaer et al. (2014) lancaram a hipoGtese de a doenga ser
considerada uma infeccdo de Actinomyces induzida por bifosfonato, devido as semelhancas
com a osteomielite causada por esta espécie de bactérias a resposta favoravel ao mesmo
tratamento, a predilecdo pelos maxilares, entre outros fatores que tornam as doencas
semelhantes, além dos resultados obtidos por meio de revisdo de literatura onde a presenga
destas col6nias é predominante. No presente estudo, durante a analise das l1dminas, o padréo
morfol6gico do biofilme presente na superficie e nos espacos medulares do tecido Gsseo
apresentava-se compativel a espécie Actinomyces. Do mesmo modo, Koerdt et al. (2014),
investigaram o papel destas bactérias na OMIB encontrando coloniza¢do por Actinomyces
spp. em 78,3% dos 23 pacientes avaliados, associado a presenca de infiltrado inflamatdrio
neutrofilico e sequestros 6sseos, semelhante ao quadro microscopico observado em nossos
espécimes tratados com o ZL. No entanto, vale ressaltar que a presenca e manutencdo deste
tipo de biofilme também estava presente no Grupo CV. A despeito desta condi¢do, 0s
alvéolos deste grupo mostraram discreta atividade osteogénica em seu terco apical desde o
periodo inicial, podendo ser visto ainda aos 28 dias. Apesar de os animais do Grupo C terem
apresentado o biofilme aos 7 dias, nos demais ele ndo se mostrava presente. Cabe ressaltar,
porém, que esta questdo ainda é controversa, pairando a divida se os Actinomyces iniciam a
OMIB ou se a OMIB permite uma colonizagdo e infeccdo secundéarias pelos Actinomyces.
(DE CEULAER et al., 2014).
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5 CONCLUSAO

A ingestdo do cha verde ndo melhorou o reparo dos alvéolos em comparagdo ao grupo
controle. Do mesmo modo, também ndo contribuiu de maneira importante para o reparo na
associacdo do &cido zoledrdnico observando-se as mesmas caracteristicas histologicas quando

comparado aos animais que receberam o 4cido zoledronico isoladamente.
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