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RESUMO

Um dos tratamentos adjuvantes para a osteonecrose medicamentosa é a laserterapia. O
vidro bioativo S53P4, & base de silica com propriedades osteocondutoras, antibacterianas e
angiogénicas também poderia auxiliar no seu tratamento. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar
0 processo de reparo 6sseo em defeitos criticos criados cirurgicamente na calvaria de ratas
submetidas a terapia com acido zoledrénico, preenchidos com vidro bioativo S53P4 e aplicagéo
com laser de baixa poténcia. Para tanto, 24 ratas adultas (Rattus norvegicus albinus, Wistar) foram
submetidas a confeccao cirargica de dois defeitos nos ossos parietais com 5 mm de diametro,
distribuidas nos grupos: Grupo AZC — coagulo sanguineo; Grupo AZL — codgulo sanguineo com
laser; Grupo AZBIO - vidro bioativo; Grupo AZBIOL - vidro bioativo com laser. O &cido zoledrdnico
foi administrado em 5 doses de 0,035 mg/Kg, com intervalo de duas semanas entre elas
previamente a cirurgia. Apos os periodos de 14 e 28 dias, os animais foram eutanasiados. Os
dados obtidos foram submetidos a analise estatistica com p<0,05. Quanto a formacao éssea, aos
14 dias os grupos AZBIO (52,15 = 9,77) e AZBIOL (49,77 £ 13,58) mostraram maiores valores
(p<0,001) comparados aos grupos AZC (23,35 + 10,15) e AZL (23,32 + 8,75). No periodo de 28
dias, houve diferenca estatistica (p=0,048), sendo o grupo AZBIO (80,24 + 5,41) maior em relacdo
aos grupos AZC (59,59 + 16,92) e AZL (45,25 + 5,41). Nas células mononucleares, o grupo
AZBIOL apresentou maior numero (p=0,048; p=0,01) comparado ao grupo AZC (15,6 + 21,4; 5,5 +
2,88) aos 14 e 28 dias. Sobre as células polimorfonucleares, aos 14 dias, o grupo AZBIOL (78,3 £
60,1) apresentou resultados elevados (p=0,048) comparado ao AZC (15,6 + 21,4). De forma similar
aos 28 dias, o grupo AZBIOL (24.6 = 12) também apresentou resultados elevados (p=0,01)
comparado ao AZC (5,5 + 2.88). Na quantificacdo dos vasos sanguineos, aos 28 dias, houve
diferenca estatistica (p=0,003), sendo o grupo AZL maior em relagdo aos demais grupos. O uso do
biomaterial e laser favoreceu o processo de reparo 6sseo em ratas submetidas a terapia com acido

zoledronico.

Palavras-chave: Bisfosfonatos. Laser. Regeneracd Ossea. Vidro Bioativo. Osteonecrose.



ABSTRACT

One of the adjuvant treatments for drug osteonecrosis is laser therapy. S53P4 silica-based
bioactive glass with osteoconductive, antibacterial and angiogenic properties could also help in its
treatment. Thus, the objective of this study was to evaluate the bone repair process in surgically
created critical defects in the calvaria of rats submitted to zoledronic acid therapy, filled with
bioactive glass S53P4 and application with low power laser. Twenty-four adult female rats (Rattus
norvegicus albinus, Wistar) were submitted to surgical preparation of two 5 mm diameter parietal
bone defects, distributed in the following groups: Group AZC - blood clot; AZL group - laser blood
clot; AZBIO Group - bioactive glass; AZBIOL Group - bioactive glass with laser. Zoledronic acid
was administered in 5 doses of 0.035 mg / kg, two weeks apart before surgery. After periods of 14
and 28 days, the animals were euthanized. The data obtained were submitted to statistical analysis
with p <0.05. Regarding bone formation, at 14 days the AZBIO (52.15 + 9.77) and AZBIOL (49.77
13.58) groups showed higher values (p <0.001) compared to the AZC groups (23.35 % 10, 15) and
AZL (23.32 = 8.75). In the 28-day period, there was a statistical difference (p = 0.048), with the
AZBIO group (80.24 + 5.41) being larger than the AZC (59.59 + 16.92) and AZL (45.25 £ 5.41). In
mononuclear cells, the AZBIOL group presented higher number (p = 0.048; p = 0.01) compared to
the AZC group (15.6 = 21.4; 5.5 + 2.88) at 14 and 28 days. Regarding polymorphonuclear cells at
14 days, the AZBIOL group (78.3 = 60.1) showed high results (p = 0.048) compared to AZC (15.6 =
21.4). Similarly at 28 days, the AZBIOL group (24.6 + 12) also showed high results (p = 0.01)
compared to AZC (5.5 = 2.88). In the quantification of blood vessels at 28 days, there was a
statistical difference (p = 0.003), with the AZL group being larger compared to the other groups. The
use of biomaterial and laser favored the bone repair process in rats submitted to zoledronic acid

therapy.

Keywords: Bisphosphonates. Laser. Bone Regeneration. Bioactive Glass. Osteonecrosis .
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1 INTRODUCAO

A regeneracdo Ossea guiada (ROG) € uma opcdo de tratamento
bastante consagrada e descrita na literatura. Consiste no prinicipio da excluséo
celular, no caso de defeitos 6Osseos, favorecendo a osteopromocdo sem
interferéncia dos tecidos moles adjacentes. (Pelegrine et al. 2011; Koparal et al.
2016; Sanz-Sanchez. 2015)

Para regeneragdo Ossea guiada, alguns elementos devem estar
presentes como uma barreira fisica que determina o espago a ser preenchido
por 0sso neoformado e que impecga a invasao de tecidos moles e epiltelio no
local de reparo (Pontoriero et al. 1988). As membranas absorviveis de
colageno de longo tempo de degradacdo podem ser empregadas para esta
finalidade, pois além de impedir a migracdo de células do tecido conjuntivo, a
sua antigenicidade naturalmente baixa e elevada biocompatibilidade eliminam a
necessidade de uma segunda cirurgia. Menor invasividade cirirgica e menor
risco de eventos adversos, tais como infecgdes, principalmente quando ocorre
a exposicgéo intencional ou acidental da mesma, tornam este tipo de membrana
muito interessante para uso clinico (Mardas et al. 2010; EnglerHamm et al.
2011; Barone et al. 2013). Outros fatores como o material de preenchimento a
ser utilizado no defeito e a qualidade do leito receptor, de onde provém as
células que participardo do processo de reparo, sdo igualmente importantes.
Materiais de enxertia empregados podem apresentar prorpiedades de
osteocondugéo e osteoidugéo, favorecendo o processo de reparo. Um destes
materiais sera estudado neste artigo, o vidro bioativo BAG-S53P4. Em relagéo
ao leito, alteragBes locais ou de metabolismo 6sseo podem prejudicar o
processo, como por exemplo o uso crénico de bifosfonatos. E importante
compreender a dindmica de reparo nestas areas, na presenca de alteracdes
metabdlicas e buscante adjuvantes que possam favorecer ou compensar 0S
efeitos deletérios dos BPs, como a terapia laser.

Os Bisfosfonatos (BPs) séo classificados como drogas antireabsortivas e
sdo utilizados para prevenir e tratar a reabsor¢do Ossea aumentada em
doengas esqueléticas (Borromeo et al. 2011; Hanley et al. 2017; Yao et al.
2017). Durante todo o processo de reparo 6sseo, os BPs induzem um efeito

antiosteoclastico e um efeito relativamente osteoblastico (Abtahi, 2010; Abtahi,
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2013). Devido a este deficit metabdlico 6sseo, o reparo e a substituicdo natural
do esqueleto facial podem ser prejudicados. Um destes efeitos adverso do uso
crbnico de BPs é a osteonecrose da mandibula (BRONJ), que pode
caracterizar-se pela presenca de exposicdo 6ssea na regido maxilo-facial,
associada ou ndo a processo séptico (Ruggiero et al. 2014). A sua prevaléncia
é baixa (< 0,001%) em pacientes que recebem doses baixas; no entanto, a
incidéncia aumenta para cerca de 5% nos pacientes que recebem altas doses
intravenosa (Reid e Cornish, 2012). O acido zoledrdnico (ZA) é um bisfosfonato
de 32 geracdo (Ayan et al. 2012), utilizado como um agente terapéutico para
condicdes associadas a neoplasias malignas, incluindo hipercalcemia e
metastases 6sseas de tumores tais como o cancer de mama, préstata e
pulmdo. Contudo, tais farmacos devem ser utlizados com cautela e com
indicacdo de grande vantagem terapéutico visto 0S riscos osteonecrose da
mandibula (Kolpakova et al. 2017). J& se identificou que o acido zoledrdnico
tem influéncia sobre o desenvolvimento de osteonecrose, reduzindo o niimero
de células na medula éssea por apoptose e diminuigcdo do espagco da medula
0ssea devido a um maior volume de osso (Vermeer et al. 2017).

O vidro bioativo BAG-S53P4 (BonAIive® Biomaterials Ltd, Turku,
Finland) é um substituto 6sseo, constituido em silica e uma mistura de oxidos
(53% de SiO2, 23% de NayO, 20% de CaO e 4% de P»Os), com a propriedade
Unica de ser antibacteriano para muitas bactérias aerdbias, anaerdbias e
multirresistentes (Drago et al. 2015), utilizado com sucesso no preenchimento
de cavidades e defeitos como tratamento de osteomielite (Lindfors et al. 2010;
Drago et al. 2013). As propriedades osteocondutoras, angiogénicas e anti-
microbianas do material promove uma regeneragdo Ossea confiavel em
defeitos 6sseos grandes em regides com infec¢éo cronica, resultando em um
beneficio clinico com melhor prognéstico (Stoor et al. 2017; Lindfors et al.
2010; Drago et al. 2013; Romano et al. 2014). Recentes estudos tem
demonstrado que a redugdo da atividade bacteriana ocorre devido a sua
composicdo quimica, ou seja, o soédio é lancado da superficie do vidro,
induzindo a elevagéo do pH que é desfavoravel para as bactérias. Além disso,
os ifons (sédio, calcio, fésforo e silicio) aumentam a pressdo osmoética da

superficie, criando um ambiente hostil para as bactérias, reduzindo o risco de
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infecgdo (Munukka et al. 2008; Lepparanta et al. 2008; Lindfors et al. 2010;
Zehnder et al. 2004; Coraca-Huber et al. 2014). Por estas caracteristica,
emprego deste material de enxertia em casos de uso cronico de BPs poderia
evitar o surgimento de focos sépticos, em areas eventuais de baixo
metabolismo.

Ja Laser de baixa intensidade (LLLT) é usado na odontologia com a
finalidade de reduzir a dor, minimizar o processo inflamatério, acelerar o reparo
0sseo e induzir a proliferacdo de fibroblastos gengivais (Nascimento et al.
2010). Além disso, a laserterapia também pode estimular a angiogénese,
acelerar a reabsor¢éo de particulas no interior dos defeitos 6sseos, aumentar a
atividade osteoblastica e osteoclastica (Cunha et al. 2014; Barbosa et al. 2013;
Nicolau et al. 2003). Por este motivo, a laserterapia foi também analisada
sistematicamente como uma potencial abordagem para gestdo de
osteonecrose da mandibula (Khan et al. 2015). Recentes estudos concluiram
que uma possivel melhora na densidade 6ssea pode ser encontrada quando a
laserterapia é aplicada no pés-operatorio em defeitos 6sseos na regido maxilo-
facial, promovendo também efeitos analgésicos e anti-inflamatérios, maior
rapidez na cicatrizacdo e melhora da qualidade de vida relacionada a saude
bucal. (Santinoni et al. 2017; Bosco et al. 2016).

Assim, com base na escassez de estudos que discutem cuidados e
alternativas de materiais para enxerto 6sseo em pacientes usudrios de terapia
cronica com BPs, justifica-se a realizagdo desta pesquisa. Nesta seréo
analisadas as repercussdes do uso de dois meios distintos: o vidro bioativo
BonAlive® como material de preenchimento e a terapia LASER como
adjuvante no processo de reparo. Do entendimento do comportamento
biolégico destes fatores, pode-se buscar alternativas no campo da
reconstrugdo tecidual Ossea, tanto nas especialidades de cirurgia e

traumatologia bucomaxilofacial quanto na Implantodontia.
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2 OBJETIVO

O objetivo deste estudo € avaliar o processo de reparo em defeitos
0sseos criados cirurgicamente na calvaria de ratas ovarectomizadas, tratadas
com 4cido zoledronico associado a LASER (terapia de baixa poténcia) e
Plasma Rico em Fibrina, por meio da analise histolégica, histométrica,
imunohistoquimica e microtomogréfica. Cento e noventa e duas ratas fémeas
(Rattus norvegius albinus, Wistar), com aproximadamente 300 gramas, serao
incluidos na pesquisa experimental. Os animais serdo distribuidos em 2
grupos: Metade dos animais (96 ratas) serdo submetidos a ovariectomia
bilateral (grupo OVX) e o restante (96 ratas) sham ou falsa ovariectomia, para
simulagéo do estresse cirdrgico (grupo SHAM). Apds o procedimento cirdrgico
de ovarectomia e sham, os animais serdo alocados em 8 sub-grupos (12
animais/grupo) dentro de cada grupo (OVX e SHAM). Dentro cada grupo
OVX/SHAM, metade dos animais (48 ratas) serdao submetidos terapia com
Acido Zoledronico via endovenosa, (grupo AZ), sendo uma aplicacéo a cada 15
dias. O restante (48 ratas) ser8o submetidos terapia com Soro Fisiolégico
0,9%, (grupo SF), via endovenosa para a simulagdo do estresse da aplicagéo

do acido zoledronico.
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3 MATERIAIS E METODOS
ANIMAIS E LOCAL DE ESTUDO

O presente estudo foi desenvolvido dentro de um paradigma quantitativo,
utilizando o método descritivo e analitico, realizando um estudo in vivo em

animais, com grupos controle e grupos teste.

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade do Sagrado Coracéo, protocolado sob o CEUA n° 4974081216.

Foram utilizadas 24 ratas fémeas (Rattus norvegicus albinus, Wistar), com
aproximadamente 300 gramas, provenientes do Biotério da Universidade
Sagrado Coragdo (USC). Os animais foram mantidos em gaiolas de
polipropileno, 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 condigbes controladas de temperatura (22 + 2°C) e ciclo de luz de

12 horas claro/escuro, recebendo agua e ragdo sem restricao.

AMOSTRA E PROCEDIMENTO PARA APLICACAO DO ACIDO
ZOLEDRONICO

Os animais foram submetidos a terapia com &cido zoledrdnico, via intravenosa
na dose de 0,035 mg/Kg, durante 56 dias, sendo uma aplicagdo a cada 15 dias,
D(0), D(14), D(28) D(42), D(56), totalizando 5 aplicagbes. Apds 56 dias do
inicio da terapia medicamentosa, foi realizado o procedimento cirdrgico para a
criacdo dos defeitos 6sseos na calvaria dos animais (HOKUGO et al., 2010) Os
animais foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos (6 animais/grupo),
sendo eles o grupo AZC - Defeito 6sseo preenchido com coagulo
sanguineo, grupo AZBIO - Defeito 6sseo preenchido com vidro bioativo S53P4
(BonAlive® Biomaterials Ltd, Turku, Finland), grupo AZL - Defeito ésseo

preenchido com coadgulo sanguineo e submetidos a laserterapia de baixa
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poténcia, grupo AZBIOL — Defeito 6sseo preenchido com Vidro Bioativo S53P4
(BonAlive® Biomaterials Ltd, Turku, Finland) e submetido a laserterapia de

baixa poténcia. (Figura 1)

Figura 1 - Desenho experimental do estudo
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1°AZ 2°AZ 3°AZ 4°AZ 5°AZ £

Fonte: Elaborado pela autora.

DESCRICAO COMERCIAL DO VIDRO BIOATIVO S53P4 (BONALIVE®)

BonAlive® é um substituto 6sseo estéril pronto para o uso, indicado para o
preenchimento de lacunas e cavidades Osseas. Ele pode ser colocado
diretamente ao defeito 6sseo sem necessidade de mistura ou preparacao.
BonAlive® é feito de granulos de vidro Bioativo S53P4 e um ligante sintético
soltivel em &agua. O componente de vidro Bioativo do BonAlive® consiste
somente em elementos existentes naturalmente no corpo (Si, Na, Ca, P) sendo
utilizado comercialmente hd mais de 20 anos. Apés a implantagdo, o material
ligante sintético é absorvido, restando somente o vidro bioativo, permitindo a
infiltracdo de tecido entre os granulos para regeneracdo 6ssea. (Disponivel em:
http://www.bonalive.com/products/bonalive-putty/. Acesso em: 23 de agosto de
2017)
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DESCRICAO COMERCIAL DA MEMBRANA BIOABSORVIVEL DE
COLAGENO (LUMINA-COAT®)

LUMINA-COAT® é uma membrana organica natural derivada da estrutura
0ssea bovina desmineralizada, composta basicamente por colageno tipo |, cujo
propoésito de aplicagdo clinica é servir como barreira em cirurgias de enxertia
0ssea, nas quais sdo exigidas regeneracdes teciduais provenientes de
anomalias e/ou perdas de tecidos 6sseos e/ou conjuntivo. (Disponivel em:

https://www.criteria.com.br/lumina-coat. Acesso em: 23 de agosto de 2017)

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
Todos os animais foram pesados em balanca digital de preciséo

(Biotecmed®, S&o Paulo, Brasil), imediatamente antes de qualquer
procedimento cirurgico, para quantificagdo correta da dosagem de anestésico e

avaliacdo do ganho de peso durante o experimento.
Sedacéo dos animais

Os animais foram submetidos & sedacdo por meio de injecdo
intramuscular do anestésico Ketamina a 1% (Francotar, Virbac Ltda., Sao
Paulo, Brasil) associado ao sedativo Cloridrato de Xilazina a 2% (Virbaxyl 2%,
Virbac Ltda., S&o Paulo, Brasil), sendo a dosagem recomendada pelo

fabricante.
Tricotomia

Apo6s comprovada a sedacdo do animal, este foi colocado em posi¢do
ventral sobre uma superficie rigida e fixa (mesa cirtrgica) para que fosse feita a
tricotomia com Iaminas de barbear esterilizadas na regido respectiva aos 0ssos

parietais.
Infiltragcdo Local e Hemostasia

A area a ser operada foi infiltrada com anestésico local por meio de
cloridrato de mepivacaina (0,3 ml/Kg, Scandicaine 2% com adrenalina
1:100.000, Septodont, Franca) ndo excedendo 0,9 ml/Kg de peso corporal do
animal. A aplicacao foi realizada lentamente, tendo a finalidade de promover a

hemostasia no transcirirgico e analgesia trans e pds-operatdria imediata.
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Incisao

Apos realizada a tricotomia, foi feita a antissepsia da pele com Gluconato de

clorexidina degermante (2%).

Na regido do créanio correspondente aos 0ssos parietais, foi realizada
uma incisdo de aproximadamente 2,0 cm com direcdo postero-anterior
correndo sobre a linha mediana aos ossos parietais (Figura 2). Esta inciséo foi
em unico plano por meio de lAmina 15 (Feather Industries Ltda, Tokio, Japao)

montada em cabo de bisturi n® 3 (Hu-Friedy, Alemanha).

[ 3}

Figura 2 — Incisé@o sobre a linha mediana dos 0sso parietais

Fonte: Elaborado pela autora.

Divulsdo e Descolamento dos Tecidos
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Apos a incisdo em plano Unico, os tecidos foram descolados com o
auxilio de um sindesmétomo delicado, permitindo acesso a cortical éssea na

regido dos 0ssos parietais.

Afastamento dos Tecidos

O afastamento dos tecidos foi realizado de forma delicada, permitindo
uma adequada visualizagcdo do campo sem promover traumatismo tecidual.
(Figura 3)

Figura 3 — Afastamento dos tecidos

Fonte: Elaborado pela autora.

Ostectomias

Apos a exposicdo dos ossos parietais, foram realizadas as ostectomias

na calota craniana para confec¢éo dos defeitos 6sseos. (Figura 4)
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Figura 4 - Desenho esquemético da anatomia do cranio do rato ilustrando a disposicdo dos defeitos

6sseos criados cirurgicamente (defeito 1 - coagulo, defeito 2 — vidro bioativo

Vista Superior da Calota Craniana do Coelho

Legenda

@ Defeito 1
@) Defeito 2

ORI OLRJSILUSH
opJanbs3 ougjsiueH

Fonte: Elaborado pela autora.

Os defeitos 0Osseos foram confeccionados de forma bi-cortical
(envolvendo a cortical externa e interna do cranio), criados cirurgicamente 02
defeitos Osseos de 5,0 mm de diametro cada, sendo 01 defeito em cada
hemisfério craniano por meio da utilizacdo de uma broca trefina de 5,0 mm de
diametro (Neodent® , Curitiba, PR, Brasil) acoplada ao contra-angulo (NSK
SG20, 20:1, Toquio, Japdo) em motor elétrico para implantes (NSK Surg XT
Plus, Toéquio, Japao) a velocidade de 800 rpm sob irrigacdo copiosa com

solucéo fisiolégica a 0,9% durante toda a ostectomia. (Figura 5)
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Figura 5 - Defeitos 6sseos de 5,0 mm de didmetro

Fonte: Elaborado pela autora.

Procedimento para aplicacdo do Bonalive®

O BonAlive® foi aplicado no lado direito do defeito ésseo com o auxilio
de um instrumental cirargico, preenchendo toda a extenséo do defeito, sendo o
lado esquerdo preenchido apenas com o coagulo.

Procedimento para aplicacdo do Laser

Imediatamente apds a criacdo e preenchimento do defeitos 6ésseos, 0s animais
dos grupos com laserterapia foram submetidos a irradiacdo com laser arseneto
de galio aluminio (ArAlGa), (Photon Laser, DMC, Séo Carlos, Sdo Paulo,
Brazil), com comprimento de onda de 660 nm, tamanho do ponto de 0,07 cm?,
poténcia de 0,03 W durante 133 segundos por ponto, irradiancia de 0,42 W/cm?
e energia de 4 J / ponto (57,14 J/cm?/point). A &rea recebeu um total de energia



20

de 32 J. A aplicacdo foi realizada na regido central e em sete pontos na
periferia do defeito 6sseo. (GARCIA et al., 2013)

Procedimento para coloca¢cdo da Membrana Bioabsorvivel

A membrana Lumina-coat® foi colocada apés a formac&o do coagulo no defeito
0sseo esquerdo e preenchimento do defeito 6sseo direito com o substituto
0sseo, com o0 objetivo de ser uma barreira a invasao de células fibroblasticas e
epiteliais para o interior dos defeitos criticos. (Figura 6)

Figura 6 — Posicionamento da membrana recobrindo os defeitos

6sseos

Fonte: Elaborado pela autora.

Cuidados Com a Ferida Operatdria

Os tecidos moles foram cuidadosamente reposicionados e suturados
com fio monofilamentar (Nylon 5.0, Ethicon, Johnson, S&o José dos Campos,

Brasil) com pontos interrompidos simples, obtendo-se o fechamento primario
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da ferida. Apés a sutura, foi realizada a antissepsia da area com Gluconato de
clorexidina degermante (2%). (Figura 7)

Figura 7 - Sutura

Fonte: Elaborado pela autora.

Cuidados P6s-Operatorio

No pos-operatério imediato os animais receberam administracdo
intramuscular de Pentabiético (0,1mL/Kg, Fort Dodge Saude Animal Ltda,
Campinas, Sao Paulo, Brasil) e dipirona sédica no pés operatério tardio
totalizando 3 doses (1mg/kg/dia, Ariston InduUstrias Quimicas e Farmacéuticas
Ltda, Séo Paulo, Brasil). Nenhuma restricdo alimentar ou de movimentagéo foi
imposta aos animais, os quais foram mantidos em caixas, cada uma com trés

animais, durante todo experimento.

Eutanasia dos Animais
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Os animais foram submetidos & eutandsia por meio da inalagédo
excessiva de gés isoflurano 14 e 28 dias apos o procedimento cirargico para

criacdo dos defeitos 6sseos.
Coleta das Amostras

Comprovada a eutanasia, os animais foram colocados em posi¢do de
decubito ventral sobre uma mesa cirdrgica, sendo realizado o acesso a calota
craniana seguindo o mesmo protocolo de acesso cirdrgico utilizado no
momento da confecgcdo dos defeitos 6sseos. Com uma broca cirdrgica 702 a
porcdo da calota craniana contendo os defeitos 6sseos foi removida, mantendo
uma margem de um milimetro de tecido 6sseo ao redor de toda a extenséo do
defeito. Na porcdo anterior da peca, distante dos defeitos 0sseos, foi realizada
uma marcagao com a broca 702, afim de padronizar a posi¢éo da pega durante
0 processo de inclusdo em bloco de parafina. Apos, as pecas foram imersas

em solucao de formalina neutra tamponada & 10% por 48 horas.
Procedimento Histoldgico

O preparo das pecas a serem avaliadas histologicamente foi realizado
no Laboratério de Histopatologia da Faculdade de Odontologia da Universidade

Sagrado Coragdo.

As amostras das calvarias, contendo a regiao dos defeitos 6sseos, foram
removidas e imersas em formalina neutra tamponada a 10%, durante 48 horas.
Em seguida, foi realizada a descalcificacdo das mesmas em &cido etileno-
diaminotetracético (EDTA) a 5% por 20 dias, com duas trocas feitas no
intervalo de 10 dias. Finalizado o processo de descalcificagéo, as pegas foram
lavadas em agua corrente por 24 horas, desidratadas e diafanizadas. Ja em
estado plastico, foi realizada, utilizando-se uma lamina para micr6tomo, uma
seccédo na por¢ao central de cada defeito 6sseo, seguindo uma linha imaginaria
gue cruza sua porcado central no sentido anteroposterior, dividindo assim cada
defeito 6sseo em duas metades iguais. Cada uma destas pecas, a seguir, foi
processada conforme protocolo para inclusdo em parafina e coloragéo por meio
de Hematoxilina e Eosina (HE) além do Tricomio de Masson. Assim, permitiu-

se a realizacdo de trés cortes histologicos contiguos com espessura de 5um



23

em um micrétomo (Leica RM 2145, Leica Biosystems, Nussloch, Alemanha) a
partir da secgao longitudinal mediana, dispostos em sequéncia em uma lamina
de vidro que foi codificada para que o observador se mantivesse “cego” quanto

a distribuicao e andlise dos grupos de estudo.

A partir dos blocos de parafina contendo por¢gbes de calvérias, foram
obtidos cortes longitudinais de 5um de espessura. Os tecidos foram corados
com hematoxilina e eosina e Tricromio de Masson, e posteriormente foram
utilizados para a andlise das caracteristicas do tecido 6sseo neoformado,
caracteristicas e condi¢cdes do biomaterial, presenca ou auséncia e tipo do

infiltrado inflamatério

O campo histoldgico a ser analisado foi toda a extensdo do defeito
critico, no aumento de 40x para analise do infiltrado inflamatério e no aumento
de 20x para andlise do processo de reparo 0sseo, com uma resolugédo de 300

dpi em microscoépio binocular, totalizando cinco regiées analisadas
Analise Morfolégica Microscopica

A andlise morfolégica microscopica foi feita em toda a extensdo do
defeito critico nas laminas coradas com Hematoxilina e Eosina e Tricromio de
Masson, considerando as caracteristicas do tecido 6sseo neoformado,
presenca ou auséncia do biomaterial e tipo do infiltrado inflamatério pela
presenca de células mononucleares (MN), polimorfonucleares (PMN), células

gigantes e vasos sanguineos.
Analise Histomorfométrica do Tecido Osseo

Para a analise histomorfométrica do tecido 6sseo, as laminas foram
coradas com Tricrobmio de Masson e divididas em cinco regibes que
abrangeram toda a extensao do defeito critico, sendo as regiées A,B,C,D e E.
As imagens foram analisadas em um aumento de 20x capturadas através de
uma camera de video fotomicroscépio (Nikon Eclipse 80i, Nikon Instruments
INC. 1300 Walt Whitman Road, Melville, NY 11747-3064, USA CAMERA:
QIMAGING Micropublisher 3.3 Cooled, RTV 19535 56th Avenue, Suite 101

Surrey, BC, Canada www.gimaging.com) com auxilio do programa Image-Pro
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Plus®(Versdo 5.1.2 para Windows XP Media Cybernetics, INC. 8484
GeorgiaAvenue, Suite 200, Silver Spring, MD 20910 USA), sendo salvas todas
as imagens para posterior andlise cuidadosa de todas as estruturas e tecidos
presentes, sendo feita por um Gnico examinador. A formacdo do tecido 6sseo
presente na regido do defeito 6sseo foi quantificada utilizando o programa
Image J. Cada campo foi mapeado com uma grade, ferramenta do programa,
onde as linhas se cruzaram formando um quadrado de 0.10 polegadas, num
total de 108 quadrados por campo, para cada area analisada. Em cada
quadrado, os tecidos foram identificados e contados, sendo eles particulas do
biomaterial, osso neoformado e tecido mole (Figura 8). Apés a obtencéo dos
valores em cada corte histologico, os grupos foram reagrupados a partir de sua
codificacé@o e seus valores foram submetidos a andlise estatistica

Figura 8 — Posicionamento da grade para quantificacdo do tecido
6sseo, corado com Tricromio de Masson em um aumento de 20X.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Analise Histomorfométrica do Infiltrado Inflamatério

A andlise histomorfométrica do infiltrado inflamat6rio através das laminas
coradas com Hematoxilina e Eosina foi feita pela contagem do numero de
células mononucleares, polimorfonucleares, células gigantes e vasos
sanguineos presentes em toda a extensdo do defeito. Um total de 5 campos
diferentes da regido do defeito 6sseo de cada espécime foram capturados e
examinados em aumento de 40X (Microscopio Nikon, Eclipse 80i. Japao)
(Figura 9). A contagem das células foi realizada com o auxilio do software
Image J (National Institutes of Health) (MADA et al., 2017). A soma dos cinco
campos correspondeu ao numero total de cada estrutura analisada, que seréo

submetidas a andlise estatistica.

Figura 9 — Morfometria das 5 regides, totalizando a area do defeito critico
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Fonte: Elaborado pela autora.

Analise Estatistica

Para avaliar possiveis diferengas intragrupos (grupos avaliados em diferentes
periodos pés-operatério - 14 e 28 dias), os dados foram submetidos ao teste
estatistico de Komogorov Smirnov para verificar se estavam dentro da
normalidade. Observou-se que os dados mensurados eram ndo-paramétricos,
dessa maneira, o teste estatistico de Mann-Whitney foi utilizado, empregando-

se o nivel de significancia de 5%.

Para avaliar possiveis diferencas intergrupos (comparacao entre oS grupos
estudados), os dados foram submetidos ao teste estatistico de Komogorov
Smirnov para verificar se estavam dentro da normalidade. Os testes
estatisticos empregados foram o Kruskal-Wallis e ANOVA, complementados
pelo teste de Student-Newman-Keuls.

Todos os testes estatisticos foram avaliados ao nivel de significancia de 5%

(p<0.05) e foram aplicados através do programa SigmaStat 3.2.
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4 RESULTADOS

Os resultados deste trabalho foram baseados somente em informagdes
obtidas a partir de dados de amostras consideradas validas. Para tanto, foram
considerados validos para obtencdo de amostras todos os animais que ao final
do seu periodo experimental estavam vivos, sem sinais clinicos de
adoecimento. Assim, dos 24 animais utilizados no estudo, todos foram
considerados aptos para obtencdo das amostras, ndo ocorrendo Obitos
precoces e perda das amostras.

Os resultados obtidos foram descritos apds a andlise qualitativa das seguintes
estruturas do defeito 6sseo: bordas do defeito, morfologia do tecido 6sseo
neoformado, caracteristicas do tecido conjuntivo (disposicdo e organizacdo
celular), tipo de infiltrado inflamatdrio e remanescente do substituto 6sseo apds
14 e 28 dias p6s-operatérios.

Figura 10 — Grupo AZC 14 dias - Regido central do defeito 6sseo preenchido
por tecido de granulagéo (tg), fibras colagenas, fragmentos ndo viaveis de
tecido 6sseo (*) e neoformacao 6ssea nas margens do defeito (#). Aumento de
10x e 20x. HE

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 11 — Grupo AZC 28 dias — Neoformac¢éo 6ssea na regido marginal do
defeito (*), margeada por ceélulas osteoblésticas (seta), em meio a tecido

conjuntivo e particulas de osso nao viavel (#). Aumento de 10x e 20x. HE

Fonte: Elaborado pela autora.

Grupo AZL (coagulo e laser) — Aos 14 dias observou-se tecido ésseo
neoformado nas extremidades do defeito. Na regido central, tecido de
granulacdo ricamente vascularizado e celularizado, com predominio de
infiltrado inflamatério mononuclear, moderado nimero de PMN e poucas
células gigantes margeando fragmentos 6sseos nédo viaveis (Figura 12). Aos 28
dias, tecido conjuntivo ocupando a regido central do defeito, apresentando
infiltrado inflamatério mononuclear, poucos PMN e células gigantes ao redor de

tecido 6sseo ndo viavel (Figura 13).

Figura 12 — Grupo AZL 14 dias — Neoformacédo 6ssea nas margens do defeito
(*). Na regiao central, ha a presenca de tecido de granulacao (tg) e fragmentos
de tecido 6sseo ndo viavel (#), envolvidos por células gigantes (setas).
Aumento de 10x e 20x. HE
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 13 — Grupo AZL 28 dias — Regido central do defeito preenchida por
tecido conjuntivo (TC), poucas areas de neoformacao éssea (*) e fragmentos
de tecido 6sseo ndo viavel (#). Aumento de 10x e 20x. HE

Fonte: Elaborado pela autora.
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Grupo AZBIO (biomaterial) — No periodo de 14 dias houve neoformacédo de
tecido 6sseo nas margens do defeito e regido central apresentando biomaterial
e infiltrado inflamat6rio com predominio de mononucleares e moderado namero
de PMN. Presenca de células gigantes predominando ao redor de fragmentos
0sseos ndo viaveis, e algumas margeando o biomaterial (Figura 14). Aos 28
dias notou-se neoformacao 6ssea nas margens do defeito e regido central com
a presenca de biomaterial encapsulado por tecido conjuntivo, infiltrado
contendo predominio de células mononucleares e moderado nimero de PMN.

Células gigantes presentes ao redor de osso néo viavel (Figura 15).

Figura 14 — Grupo AZBIO 14 dias — Area central do defeito com intenso
infiltrado  inflamatério (i), formado por células predominantemente
mononucleares (8) margeando particulas do biomaterial (*) e fragmentos de
tecido 6sseo nao viavel (#). Presenca de grande quantidade de células
gigantes ao redor do tecido 6sseo néo viavel (setas). Aumento de 10x e 20x.

HE

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 15 — Grupo AZBIO 28 dias - Regido central do defeito 6sseo
preenchido por tecido conjuntivo fibroso (#). Presenca de tecido 6sseo
neoformado (*) na margem do defeito sseo e areas adjacentes e presenca
de osso necrético (8). Regides mais centralizadas contendo biomaterial
(setas). Aumento de 10x e 20x. HE

Fonte: Elaborado pela autora.

Grupo AZBIOL (biomaterial e laser) — Aos 14 dias notou-se neoformacéo
de tecido 6sseo nas extremidades do defeito e regido central contendo
algumas particulas do biomaterial rodeado por cépsulas de tecido conjuntivo,
infiltrado inflamato6rio predominantemente mononuclear e moderado ndmero de
PMN (Figura 16). Aos 28 dias, particulas maiores do biomaterial encapsuladas
por tecido conjuntivo, predominio de células mononucleares e moderado
namero de PMN. Células gigantes ao redor de fragmentos 6sseos nao viaveis
(Figura 17).
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Figura 16 - Grupo AZBIOL 14 dias — Presenca de biomaterial na &rea central
do defeito (setas), permeado por tecido conjuntivo (TC) e fragmentos de
tecido 6sseo necrotico (*). Aumento de 10x e 20x. HE

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 17 — Grupo AZBIOL 28 dias - Neoformag&o 6ssea nas areas proximas
a margem do defeito (*). Regido central contendo fragmentos do biomaterial
(setas) e de tecido 6sseo nao viavel (#). Aumento de 10x e 20x. HE

Fonte: Elaborado pela autora.
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ANALISE HISTOMORFOMETRICA
INFILTRADO INFLAMATORIO
CELULAS MONONUCLEARES

As células mononucleares, na comparacdo intragrupos, ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significativa nos grupos AZC (p=0,31), AZBIOL
(p=0,757) e AZL (p=0,687). Ja o grupo AZBIO, apresentou diferenca

estaticamente significativa entre os periodos de 14 e 28 dias (p=0,01).

Na avaliacdo intergrupos, no periodo de 14 dias, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos estudados (p=0,095). Ja no
periodo de 28 dias, a comparagado dos grupos apresentou diferenca estatistica
(p=0,017), sendo o grupo AZL (227,6 + 34,7) maior em relagéo ao AZBIO (89,5
+ 57,3). (Apéndice A) (Gréfico 1)

Gréafico 1 — NUmero de Células Mononucleares, 14 e 28 dias

Células Mononucleares

B
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A
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= AZL
100 ab = AZBIO
o AZBIOL
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14 dias 28 dias

Periodos

Nimero de Células Mononucleares

Fonte: Elaborado pela autora.
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Legenda: Células mononucleares: Diferenca estatisticamente
significante intragrupo —-a#A (p=0,01). Na avaliacdo intergrupo,

diferenca estatisticamente significante - 28 dias: B#b (p=0,017).

CELULAS POLIMORFONUCLEARES

As células polimorfonucleares, na comparacéo intragrupos, ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significativa nos grupos AZC (p=0,31), AZBIOL
(p=0,093) e AZL (p=0,18). J& o grupo AZBIO, apresentou diferenca estaticamente

significativa entre os periodos de 14 e 28 dias (p=0,01).

Na avaliacdo intergrupos, no periodo de 14 dias, houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos estudados (p=0,048), na qual o grupo
AZBIOL (78,3 + 60,1) apresentou resultados elevados comparado ao AZC (15,6 +
21,4). Do mesmo modo no periodo de 28 dias o grupo AZBIOL (24,6 + 12)
apresentou resultados elevados comparado ao AZC (5,5 + 2,88), com valor de

p=0,01. (Apéndice B) (Gréfico 2)

Gréafico 2 — NUmero de Células Polimorfonucleares, 14 e 28 dias

Células Polimorfonucleares
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Legenda: Células polimorfonucleares: Diferenca estatisticamente
significante intragrupo: a#A (p=0,01). Na avaliagdo intergrupo,
diferenca estatisticamente significante — 14 dias: B#b (p=0,048). 28
dias: C#c (P=0,01).

CELULAS GIGANTES

As células gigantes, na comparacdo intragrupos, ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significativa nos grupos AZC (p=0,477), AZL
(p=0,589), AZBIO (p=0,392) e AZBIOL (p=0,394). Na avaliagédo intergrupos
também n&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
estudados, nos periodos de 14 dias (p=0,179) e 28 dias (p=0,531). (Apéndice
C) (Gréfico 3)

Gréfico 3 — Numero de Células Gigantes, 14 e 28 dias
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Células gigantes: Os resultados n&do apresentaram

diferenca estatisticamente significante intragrupo e intergrupo.

VASOS SANGUINEOS

Os Vasos Sanguineos, na comparagdo intragrupos, ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significativa nos grupos AZC (p=0,805), AZBIO
(p=0,108) e AZBIOL (p=0,896). J& o grupo AZL, apresentou diferenca
estaticamente significativa entre os periodos de 14 e 28 dias (p=0,002).

Na avaliacdo intergrupos, no periodo de 14 dias, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos estudados (p=0,986). J& no periodo
de 28 dias, a comparacao dos grupos apresentou diferenca estatistica (p=0,003),
sendo o grupo AZL (70,66 £ 11,29) maior em relacdo aos demais grupos.
(Apéndice D) (Grafico 4)

Gréfico 4 — Namero de Vasos Sanguineos, 14 e 28 dias
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Vasos sanguineos: Diferenga  estatisticamente
significante intragrupo —a#A (p=0,01). Na avaliacdo intergrupo,

diferenca estatisticamente significante - 28 dias: B#b (p=0,003)

NEOFORMACAO OSSEA

Na comparagao intragrupos, houve diferenca estatisticamente significativa
nos grupos AZC (p=0,003), AZL (p=0,005) e AZBIO (p<0,001). Ja o grupo
AZBIOL, nado apresentou diferengca estaticamente significativa entre o0s
periodos de 14 e 28 dias (p=0,167).

Na avaliacdo intergrupos, no periodo de 14 dias, houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (p<0,001). Nesse periodo, 0s
grupos AZBIO (52,15 + 9,77) e AZBIOL (49,77 = 13,58) mostraram maior
formacdo 6ssea comparado aos grupos AZC (23,35 + 10,15) e AZL (23,32 +
8,75). No periodo de 28 dias, a comparacdo dos grupos apresentou diferenca
estatistica (p=0,048), sendo o grupo AZBIO (80,24 * 5,41) maior em relagédo
aos grupos AZC (59,59 + 16,92) e AZL (45,25 + 5,41). (Apéndice E) (Gréfico 5)

Grafico 5 — Neoformacao Ossea, 14 e 28 dias
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Neoformagédo Ossea: Diferenca estatisticamente
significante intragrupo: a#A (p=0,003); b#B (p=0,005) e c#C
(p=<0,001). Na avaliacao intergrupo, diferenca
estatisticamente significativa — 14 dias: C#A; C#B; D#A;
D#B (p<0,001). 28 dias: c#a;, c#b (P=0,048).
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5 DISCUSSAO

O modelo experimental utilizado neste estudo foi o defeito critico em
calota craniana de ratos (KAZANCIOGLU et al., 2013; BOSCO et al., 2016;
DERECI et al.,, 2016; DE OLIVEIRA et al., 2017; MOREIRA et al., 2018), de
facil acesso cirirgico e qualidade dos tecidos moles circunjacentes.
(SCHEMITSCH, 2017) Em uma revisdo sistemética, pelo volume de dados
relevantes, os defeitos criticos em calvaria de ratos foram definidos como
defeitos iguais ou maiores que 5 milimetros, didmetro este utilizado em nosso
estudo. (VAJGEL et al., 2014) Também corroborando com dados da literatura,
os defeitos criticos de 5 milimetros foram confeccionados bilateralmente na
calvaria dos animais. (PINO et al., 2017; ZENG et al., 2017; ZHOU et al., 2017)

O acido zoledrodnico € um bisfosfonato de 32 geracéo, utilizado como um
agente terapéutico para condicdes associadas a neoplasias malignas,
geralmente administrado na forma intravenosa. (AYAN et al., 2012;
KOLPAKOVA et al., 2017) Todavia, ainda ndo ha um consenso na literatura em
relagcéo a via e forma de aplicagcdo do acido zoledrénico.

Alguns autores avaliaram o processo de reparo 6sseo com a utilizagéo
do acido zoledrdnico por via intraperitoneal. (DAYISOYLU et al., 2013;
SILVEIRA SOARES et al., 2018) Em contrapartida, outros autores realizaram a
aplicacéo intravenosa, também com variacdo nos periodos de administracao da
droga. (HOKUGO et al.,, 2010; MARINO et al., 2012; CURRA et al., 2016;
GUNES et al., 2016; KUN-DARBOIS et al., 2018) (Tabela 1)

Quando utilizado em modelos animais experimentais na dose de 0,035
mg/Kg intravenosa na veia caudal a cada duas semanas, totalizando 5
aplicacdes, os estudos mostraram uma inducéo da osteonecrose, tornando-se
um modelo experimental possivelmente utilizado para este fim. (HOKUGO et
al., 2010; CURRA et al., 2016) Sendo assim, foi utilizada essa neste estudo
com o objetivo de induzir condi¢6es criticas, favoraveis a manifestacdo clinica
de osteonecrose. Isto pode ser evidenciado, pela presenca, na andlise

histologica, de fragmentos 6sseos nao viaveis, acelulares, infiltrado inflamatério
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mono ou polimorfonuclear em toda a extens@o do defeito critico nos periodos
de 14 e 28 dias, compativeis com as caracteristicas histoloégicas da
osteonecrose medicamentosa, achados esses ja relatados por Marx. (MARX e
TURSUN, 2012)

A regeneracgdo Ossea guiada é uma técnica segura, com evidéncias de
previsibilidade e muito utilizada na reabilitagdo das estruturas cranio-maxilo-
faciais, estando baseada nos conhecimentos da osteopromocéo, onde a regiédo
a ser reconstruida é mecanicamente isolada de invas@o indesejada e
interferéncia de células fibroblasticas e epiteliais, que frequentemente ocupam
0o defeito a ser reconstruido mais rapidamente que  0S
osteoblastos.(PELEGRINE et al.,, 2011, SANZ-SANCHEZ et al., 2015;
KOPARAL et al.,, 2016) Justificando assim o uso de uma membrana de
coldgeno em nosso estudo, com o intuito de manter o substituto ésseo no
interior do defeito e impedir a interferéncia de células provenientes do tecido
mole circundante.

Inimeros biomateriais s&o utilizados como substitutos 6sseos na
regeneracdo 6ssea de defeitos criticos, sendo importante o conhecimento das
propriedades fisico-quimico-biologicas do mesmo para sua correta
escolha.(VALIMAKI e ARO, 2006) Neste estudo foi utilizado o vidro bioativo
S53P4, que segundo estudos anteriores, se diferencia dos demais por suas
propriedades antibacterianas e angiogénicas. E composto por Varios
compostos idnicos (SiO? Na’0, CaO, P?0° que quando implantado na
cavidade libera ions alcalinos, causando um aumento abrupto no pH,
permitindo tanto a inibicdo do crescimento bacteriano através do desequilibrio
osmético e 4cido-base gerado, ndo sendo dependente de antibibticos locais.
(CORAGCA-HUBER et al., 2014; DRAGO et al., 2014; RAHAMAN et al., 2011,
JONES, 2013)

A sua capacidade osteocondutora tem sido demonstrada em diversos
estudos cientificos anteriores, sendo um substituto 0sseo possivelmente
utilizado na reparagdo de defeitos 6sseos. (TUUSA et al., 2007; TOLLI et al.,
2010; GUNN et al., 2013; CAMARGO et al., 2015; ZAZGYVA et al., 2015)
(Tabela 2) Indo de encontro aos dados de nossa pesquisa, que mostraram uma

diferenca estatisticamente significativa na neoformacgéo éssea nos periodos de
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14 e 28 dias dos grupos preenchidos com o vidro bioativo submetidos a
laserterapia (AZBIOL) ou ndo submetidos a laserterapia (AZBIO) em
comparag¢ao com o grupo com coagulo sanguineo (AZC).

Pesquisas realizadas para avaliar o processo de reparo 6sseo em
defeitos submetidos a laserterapia de baixa poténcia, sdo inumeras na
literatura, tanto em modelos experimentais com animais como também em
humanos. Vérios estudos ja realizados mostraram sua capacidade de contribuir
para a acelerag@o no processo de reparo 0sseo, sendo também coadjuvantes
no tratamento de lesdes de osteonecrose medicamentosa. No entanto, ndo ha
um consenso na literatura quanto ao protocolo de aplicagdo do laser a ser
utilizado. (GARCIA et al.,, 2013; BOSCO et al., 2016; DERECI et al., 2016;
ATASOQY et al., 2017; PINHEIRO et al., 2017) (Tabela 3)

Alguns autores propdem o uso da laserterapia de baixa poténcia com a
finalidade de favorecer o reparo 6sseo em calvaria de ratos, quando aplicado
uma vez ao dia por 120 segundos, 3 dias por semana durante 2 semanas,
obtendo com essa terapia resultados positivos, isto €, aumento da
neoformacdo 6ssea em relacdo ao grupo sem a terapia com o laser.
(KAZANCIOGLU et al., 2013) No entanto, outros autores mostram que quando
aplicado apenas uma Unica vez em 4 pontos na periferia do defeito e 1 ponto
no centro do defeito em calvéaria de ratos no trans-operatério, nao se teve um
aumento da neoformacdo 6ssea comparado ao grupo controle. (MOREIRA et
al., 2018)

Quando utilizado em defeitos criticos em calvéaria de ratos, aplicado em
um comprimento de onda de 660 nm, um ponto na regido central e em sete
pontos na periferia do defeito 6sseo, o laser de baixa poténcia proporcionou
uma maior quantidade de &rea 0ssea total neoformada quando comparado ao
grupo sem a aplicagdo do Laser. (GARCIA et al., 2013; BOSCO et al., 2016)
Justificando assim a metodologia utilizada neste estudo, com a finalidade de
avaliar a efetividade desse protocolo por meio da analise histomorfométrica. No
entanto, os resultados encontrados no presente estudo demonstraram que nao
houve diferenca estatisticamente significante nos periodos de 14 e 28 dias

entre o grupo codgulo sanguineo submetido ou ndo a laserterapia, no entanto
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quando associado ao vidro bioativo percebeu-se uma maior formacdo O6ssea

nos periodos de 14 e 28 dias.

As células gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho (CGM-CE)
sdo encontradas em reacdes inflamatérias granulomatosas, formadas ao redor
de fio de sutura, particulas de carbono e silica e materiais de dificil absorcéo,
sendo formadas pela fusdo de mondcitos ou macréfagos. (MOST et al., 1997;
ANDERSON et al., 2008) Neste trabalho, as maiores quantidades de células
gigantes foram observadas nos grupos tratados com o vidro bioativo e sua
associagdo com o laser (14 dias), justificadas pela presenca do biomaterial
utilizado, que contém uma camada rica em fosfato de calcio e a matriz rica em
silica revestindo a particula do vidro. Aos 28 dias, embora a maior quantidade
destas células ainda sejam predominantes nos grupos tratados, encontram-se
diminuidas em relacdo ao periodo anterior. Esta caracteristica pode ser
atribuida a degradacé@o da camada de revestimento do vidro, que deve estar

em processo de atividade.

Além da caracteristica quimica do revestimento do vidro bioativo S53P4,
a grande quantidade de CGM-CE pode ser justificada pelas caracteristicas
irregulares das particulas do biomaterial. Estas caracteristicas foram
observadas por ANDERSON (2000) que relatou que a formagé&o destas células,
principalmente quando estéo localizadas em area de interface tecido-material,
sdo dependentes da éarea de superficie. Tecidos utilizados como enxertos
vasculares apresentam grande quantidade de CGM-CEs, enquanto superficies
planas como as encontradas em proteses mamarias exibem pequena

quantidade de macréfagos e CGM-CE na interface tecido-material.

Ainda no presente estudo, além da presencga ao redor das particulas do
biomaterial, as CGM-CE foram observadas margeando particulas de o0sso
necrotico. Estes dados séo claros quando observados os grupos que tiveram o
defeitos 6sseo preenchido por codgulo, associado ou ndo ao laser, nos dois
periodos de analise. Baseando-se nas caracteristicas de formacgdo deste tipo
celular, ndo seria um local comum de seu achado, uma vez que o tecido 0sseo,
mesmo necrético, deveria ser reabsorvido por macrdfagos. O estudo de

Yoshioka e colaboradores, mostrou que a administragéo de zoledronato afetou
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as caracteristicas do tecido 0sseo, causando excesso de mineralizacéo,
deterioragdo da qualidade mineral Ossea, diminuicdo do conteado de
proteoglicanas e degradacdo da integridade estrutural do colageno.
(YOSHIOKA et al, 2018) Estas alteragbes estruturais produzidas pelo
medicamento, que neste estudo foi administrado a todos os animais, poderiam
ter induzido a uma modificagdo no comportamento dos osteoclastos, levando a
uma identificacdo destes fragmentos como corpo estranho. Além das
modificacdes na estrutura O6ssea causada pelo &acido zoledrbnico, o0s
macrofagos séo afetados pelo medicamento, impossibilitando a formacéo de
um microambiente adequado para a atividade reabsortiva, mantendo o0s
fragmentos &sseos presentes por mais tempo e induzindo uma resposta
inflamatéria mediada por CGM-CE. (KIMMEL, 2007)

A quantidade de células inflamatorias foi avaliada em ambos os periodos
analisados. Notou-se que em todos 0s grupos houve uma resposta inicial com
polimorfonucleares em maiores quantidades aos 14 dias, diminuindo aos 28
dias. O grupo que utilizou o vidro bioativo apresentou maior quantidade de
PMN que aquele tratado com coégulo, diferente estatisticamente. Esta
resposta € contréria a outros estudos onde mostraram que 0s animais tratados
com o biomaterial tiveram menores graus de infiltrado inflamatério em relagéo
ao grupo sem tratamento. Também o grupo tratado com laser associado ao
vidro bioativo apresentou uma resposta neutrofilica intensa aos 14 dias,
diminuindo aos 28 dias, permanecendo maior neste periodo, que nos demais
grupos. (VALIMAKI e ARO, 2006; CAMARGO et al., 2015)

Foi observado, neste estudo, predominancia no numero de células
mononucleares nos periodos estudados (14 e 28 dias), em todos 0s grupos
analisados. Estes resultados estdo de acordo com MATSUMOTO (2017) que
observou estes mesmos parametros, tanto nos ratos tratados com o acido
zoledrdnico, como no grupo controle. Assim, esta caracteristica inflamatoéria
ndo pode ser atribuida & administracdo do 4cido zoledrénico a todos os grupos
deste estudo. Ao longo do tempo, nota-se que ndo ha diminuicdo significante

destas células, embora aos 28 dias ha maior quantidade de MN no grupo
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coagulo associado ao laser, quando comparado ao tratamento com vidro

bioativo.

Foi observado que o laser promoveu uma diminuicdo significante de
PMN entre o periodo de 14 e 28 dias, somente no grupo em que esteve
associado ao vidro, mas 0 mesmo néo ocorreu com relacdo as MN. Quando o
laser foi associado ao coagulo, ndo houve diferenga entre os periodos, com

relacdo aos dois tipos celulares.

Estudos anteriores in vitro e in vivo mostraram que o vidro bioativo
S53P4 possui propriedades angiogénicas, podendo estimular a secregéo de
fibroblastos e liberagéo de fatores de crescimento endotelial vascular (VEFG)
em diferentes concentracdes e diferentes tamanhos de particulas. (OREFICE
et al., 2009; DETSCH et al., 2014) A liberacdo de ions, especialmente o

Ca2+,que ocorre na superficie do vidro, pode participar da via de sinalizacao
do VEGF, promovendo a angiogénese e a formacéo 6ssea. (GERHARDT et al.,
2011; DETSCH et al., 2014) Contrariando estes resultados, em nosso estudo
verificamos que o numero de vasos sanguineos ndo foi diferente entre os
grupos tratados com o coagulo e o vidro bioativo, tanto aos 14 como aos 28
dias. Estes dados mostraram que talvez os ions liberados pelas particulas de
vidro ndo sejam suficientes para induzir a formagdo de novos vasos

sanguineos.

Por outro lado, a osteonecrose induzida por bisfosfonatos gera um
comprometimento da vascularizagdo, podendo ser explicada pelo efeito
antiangiogénico da medicagédo via inibicdo da expressdo de VEGF. Estudos
realizados em camundongos revelaram que o 4&cido zoledrdnico, um
bisfosfonato contendo nitrogénio, suprime a expressdao de MMP-9 pela
infiltracdo de macrofagos, diminuindo a ligacdo do VEGF ao seu receptor em
células endoteliais angiogénicas. (FERRETTI et al., 2005; TANG et al., 2010;
KUN-DARBOIS et al., 2018) Embora n&o tenha sido verificada a expressdo de
proteinas relacionadas a angiogénese em nosso estudo, foi observado que o
tratamento realizado com bisfosfonato, em todos os grupos deste estudo,

manteve um padrdo constante no ndamero de vasos sanguineos,
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independentemente do tratamento estabelecido para o defeito 6sseo. Talvez
esta diferenga fosse notada em relagéo a animais que néo tivessem utilizado o

medicamento.

O laser de baixa poténcia apresenta propriedades angiogénicas, acelera
a reabsorcao de particulas no interior dos defeitos O0sseos e aumenta a
atividade osteoblastica e osteoclastica. (BARBOSA et al., 2013; CUNHA et al.,
2014) Estas caracteristicas de modificacdo no padrdo da angiogénese foram
observadas em nosso estudo, relacionada ao tratamento do grupo coagulo e
laser, aos 28 dias. Neste periodo nota-se um aumento no numero de vasos
sanguineos, estatisticamente diferente dos demais grupos, mas esta diferenca
nao foi observada quando o laser foi utilizado associado ao vidro bioativo, que
se manteve semelhante aos demais grupos, nos dois periodos de andlise.
Assim, pode-se deduzir que o vidro bioativo pode ter minimizado as

propriedades do laser.

Tabela 1: Estudos que avaliaram o reparo 6sseo em animais submetidos ao

acido zoledronico
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Modelo Dose de Tempo Aplicagao
Autor/ Ano Experimental Aplicagio Acido Eutanasia Andlise Realizada Conclusédo
O horménio Paratiredide associado ao
DAYISOYLU Ratos/ Z'?_‘ o4 ;ng/kg 3; semtansa Z.A mostrou uma melhora significativa
2013 Extragdo P o z'g aran eAn 16 semanas | Histomorfométrica na cicatrizag@o, ressalva a
Molares aratireide semanas _( tes osteonecrose nos grupos utlizados o
I.P do procedimento) ZA
Ratos/ . Histolégica Associagdo do Z.A com a extragdo
g%:;e Extragdo ZA ; rgg Ikg L dose; sgg:n - 21:;?:;265 Estereométrica | dentéria foi capaz de induzir lesdes de
Dentéaria : urans a8 Radiolégica osteonecrose em roedores
inte Momento da "
Marino Ratos-l No inicio do cirurgia Histolégica Os modelos apresentaram sequegro
2012 Extragdo |Z.A0.2mg/kg LV estudoe 3 4e8semanas | Microtomografica 6sseo e necrose com lacunas vazias,
Dentéria semanas apés infiltrado celular inflamatério misto
Curra Futine! Z.A 0.035mg/ kg ISR o ) .Hlstoléglca Osteonecrose no maxilar em 40% dos
Extrag&o em 8 semanas | 14,28 e42dias | Microtomografia e
2016 X LV Shicmig A animais
Dentaria antes da cirurgia computadorizada
Aplicagao local Z A local associado ao sangue
Dundar Coelhos/ misturado com o : . |autogénico e material de enxerto é mais
2016 Calvaria Z.A0.1mgkg sangue e S feses Histomorfométrica eficaz do que o uso de apenas sangue
biomaterial e enxerto
Uma aplicagdo
RS E—— Formagao ¢ssea aumentada em
Glines Ratos/ Z.A 1 mg/ml local |grupo e misturado : Histolégica e
2016 Calvaria Z.A 0,1 mg/kg L.V | localmente com o 114020 dlas Histomorfométrica oompara;éo oM 08 grUROs que ndY
. . tiveram o uso do ZA
biomaterial no
outro grupo
Ratos/ Uma Unica "
Dundar Distragdo aplicagdo Histomorfométrica Efetvomekiorando g ne_ofonna:;éo
2017 Osteogenica ZA0.1mglkg sistemica antes do hsemanas Imunohistoquimica 6350 no.espaco Ca cistracso
eog . °q osteogénica em mandibulas de ratos
em mandibula procedimento
Micro- Aumento mineral na matriz éssea,
Kiin-Darbois Ratos/ Uma vez por 14 semanas ap6s aShoatiomiiia diminui¢do da vascularizagdo nos
2018 Extragdo Z.A0.1 mg/kg I.V | semana, durante a primeira Mi Poc i alvéolos apds as extragdes e também
Molares 10 semanas aplicagdo |crotomogra N n&do aumento no teor de célcio da
computadorizada matriz 6ssea
Hok Ratos/ ZA0.035 K Un;a azplica@o 8 12468 Tomografia por Desenvolvimento de lesdes de
cgo Extragao A 0.035mg/ kg | cada 2 comangs |%=Sie 9 semanas emissao de micro-| Osteonecrose nos ratos submetidos ao
2010 3 LV totalizando 5 apos a extragdo :
Dentaria i positrons ZA
aplicagdes
A sobre-supressao da remodelagao
éssea induzida pela medicagdo
Silveira Histolégica pode induzir a cort_lcahzacéo oOssea
Ratos/Osso 5 doses a cada 28| i " e afetar seriamente a
Soares Z.A 0.6 mg/kg I.P 3 150 dias Microtomografia A
2018 alveolar dias oitadodzad vascularizagdo, desempenhando
computadorizaca um papel fundamental no reparo
6sseo mandibular e no
desenvolvimento da osteonecrose

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 2: Estudos que utilizaram o vidro bioativo como substituto 6sseo
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. Tamanho do
Autor/ Ano | Experimentall | nocoiio: Criticoou | TemPode | Usooundode | 4400 Realizada Conclusdo
Regido do ndo Critico Eutanasia Membrana
Defeito
ZAZGYVA, AM . . Inicio precoce de um processo de
etal, 2015 Fémur de Coelho 4,0 mm 5 semanas Nao Histolégica reparo 6sse0
O vidro bioativo, quando utilizado para
CAMARGO preencher defeitos cavitarios em coelhos,
AF.F,etal |Fémurde Coelho 1,0cm 2 semanas Nao Histomorfométrica qrecsna superion d.a v e de
2015 osteoblastos e inferioridade no nimero de
ostedcitos quando comparado ao
autoenxerto.
O vidro S53P4 pode ser considerado um
GUNN, J. M. et 36,12e24 5 2 melhor preenchimento 6sseo do que
al., 2013 Fémur de Rato 4,5mm Semanis Nao Histomorfométrica carbonalo de clicio derivado de corals
itaclogreties Os granulos de biovidro parecem ter bom
TOLLIH. etal,| . ] I ®
OLLzl: oet 81 piafise (Fémur) 8 (me A rcnalcéo pe :10 Nao T Tlomoger:g@ desempenho como um transportador de
e um implante semanas estes mecanicos exirato de proteina éssea
A nova formagao dssea foi
Os i vista como
TU:,SIAzso'g;R C’;::: tal de 5,0 mm 36e8 Nao Histomorfométrica manchas em contato préximo com a
LLb o S superficie do polimero e o granulo do
BAG
CIV medificados com resina
Helena Yli- contendo BAG sdo materiais
U ot Cies Beagles Restauragdo Classe 13e6 Microscopia Eletronica restauradores promissores para uso
I’D<2>605 A g m semanas - de Varredura clinico, tendo um aumento na
mineralizagdo dentinaria
AHO AJ.etal., . 4e8 Histomorfométrica Substituto 6sseo que pode ser usado na
2004 Tibla de'Coelio 10.mm semanas No Radiolégica reconstrugdo de grandes defeitos
ALA . Induziu uma resposta anti-inflamatéria em
8 | KZ?)O"; o Rato ::u_lpo!om,:: ?o 2e4 _ Histol6gica 2 semanas com a resolugdo da
al., rimeiro Molar semanas inflamagsio om 4 semanas
Granulos de vidro sé podem conduzir o
crescimento 6sseo de forma eficiente,
desde que um contato direto entre o vidro
e 0 0SS0 possa ser alcangado. A
_ X biocc ibili do deve ser
Narm;;oosel al, Tibia de Coelho 4‘2 g‘ ;;n dfe D'.a oo Bos Nao Histomorfométrica aprimorada melhorando o contato dos
.0 Profundidade semanas granulos de vidro com o osso circundante,
criando estruturas porosas
dentro do ito ou
a taxa de d dagdo da
matriz do copolimero
. Hi rf i
PELTOLA M.J Preenchimento de 136e12 Mi |stom;iao$:tlrr:)cr: o Ambos os materiais bioativos estudados
etal 2001' : Coelho Seio Frontal e meses pos Nao de Varredura foram bem tolerados em seios frontais e
N Defeito Calvaria operatério RaioX em defeitos 6sseos calvarios
O vidro bioativo serve como um estimulo
LINDFORS 4e12 osteogénico para a formagdo 6ssea e 0
N.C.etal., Coelho Coluna Vertebral Nao Histomorfométrica 0SSO crescera a partir das vértebras entre
2000 semanas os granulos, resultando em ligagdo de
vidro e osso
O revestimento de celulose com apatita
5 A na@o [ de ossi
KHOLM et al., ,4,6,1 Histomorfom = =
E gl(')osel 8 Fémur de Rato 10 x 2,3mm 22 se?na:az Nao Histo'ls(:;ic: Roa diém:ﬁca De fato, as propriedades de promogéo do
g crescimento 6sseo da celulose foram
reduzidas
Mostrou satisfazer vérias das
" . . propriedades necessarias para um 0SSO
AHO, TIRRI, et c?;f:ﬂ? ;?:;'Ia;:o 6mm 5«1 ;?rl‘a‘;r;etro 2 48e23 Nio Microscopia eletrdnica injetavel ideal, sendo bioativo e
al., 2004 e profundidade semanas de varredura biocompativel, osteocondutor, ductil e

convenientemente injetaveis com curto

tempo de endurecimento

Fonte: Elaborado pela autora.



Tabela 3: Estudos que avaliaram o reparo 6sseo com a terapia laser

Método de
Autor Modelo Local do | Caracteristicas Periodos
cagdo d Anilise Conclusi
(Ano) Experimental | defeito | doLASER "’:"ASER | Avaliados oneusio
Laser He-Le 632 | 5 ¢ 6 dias pos 9 10. 11 O Laser favoreceu o
. nm, 6,0 mW ¢ 1,9| operatério uma At Histologica ¢ reparo de fraturas ou
Rato Tibia e 2 12¢15 . P - o
mm de didmetro | vez ao dia por 2 Eas H fométrica d agudos nos
3arushka (1995 do feixe minutos 0SS0S
Q-switched Aumento do volume
13537 &ssco, espessura
_ ) Nd:YAG laser 5 X Tictoléor ocul
Ninomiya s p 10 minutos, 2 | dias apés o b3 c , taxa de
Rato Fémur | (comprimento de - A - o s S
(2007) da de vezes aodia  |proced E fométrica p 1
5 to indices de densidade
1064 nm) .
mincral éssca.
120 scgundos
Kazancioglu Rato Calvisa Laser de diodo por:lla, 3 dias jriass Histologica ¢ Azsusrcn::tou b foniwc::
(2013) 808nm,0,1 W | POrsemana fométrica P
durante 2 grupo controle
semanas
Bxtiacao Laser de diodo | . teo Clinica, Histologica| Influéncia positiva no
Weber dos e intraoperatério ¢ .
(2017) Rato Mol arsenicto da24h 14 dias c processo de reparo 6ssco
i (AlGaAs) e i por Histomorfométrica ¢ dos tecidos moles
Esquerdos 15 dias
Laser de diodo 3 Efcitos benéficos na
Yildirimturk o . arsenicto V2R POV % o cicatrizagdo de defcitos
(2017) ° S (AIGaAs) i 6sscos em condigdes
820nm diabéticas
Tinser e dindo Imediatamente Ra.dlogréflca,
De Oliveira arsenicto apbsa 2l1e¢30 Histolégica, Favoreceu o reparo
(2017) Rato Calvaria (AlGaAs) : cirurgia ¢ em dias Imunohistoquimica Gasos
780 intervalos de 48 c
¢ 96 horas Imunofluorescéncia
Meclhorou o reparo de
defeitos Gsscos
Laser de diodo Totervilss de 48 enxertados com o
Pinhciro Rat Tibi arsenicto h ArintE 2 15¢30 e biomaterial aumentando
(2017) 0. = (AlGaAs) Oras, clEanse dias P P a deposigio de fosfato
780nm s¢ s HA como marcado por
estimadores
bioquimicos.
Pode ndo acelerar o
Laser de diodo | Imediatamente processo de reparo 6ssco
Atasoy < arsenicto apos a sutura, 4c8 2 s nas fases iniciais ¢
Rat Tibi Histopatold;
(2017) ° o (AlGaAs) | 2,4,6,8,10¢ 12 | semanas | Lo OB | ardias em comparagdo
940nm dias ap6s com o grupo controle
sem a aplicagdo do laser
Aumento
Laser de diodo 5 minutos significativamente da
Dereci . i di . - - . 8 30 Gssca cm
(2016) et Calvéria | (A1GaAs) |aposa cirurgiac| 2! i 1OMECR | gefeitos criticos quando
980nm 6 dias apos comparado ao grupo
controle
8 pontos ao redor]
Laser de diodo | do defeito ¢ um Meclhorou o reparo 6ssco
Bosco . arsenicto ponto central 30¢ 60 Histologica ¢ ¢ acel a reabsorg
(2016) Rato Calviitial (AlGaAs) imediatamente a dias Histomorfométrica das particulas do
660nm confecgdo do biomaterial
defeito
Nio houve aumento na
Laser de diodo |4 pontos ao redor| neoformagdo 6ssca
Moreira . arsenicto € uma no centro, p . ; quando associado ao
Rat Calvari 30di Hist rfométri
(2018) ° & @ (AlGaAs) apenas uma as istomoriometricd | eso autégeno ou vidro
780nm tGnica vez bioativo
Cosk: Cultura de icto
Uiy In vitro el 24-48 horas  |24-48 horas| Teste XTT encurtar o periodo de
(2018) célula (AlGaAs) S
cicatrizagdo de forma
820nm
cficaz
Promoveu a
diferenciagdo de células
1 cm de distancia Aiiie s estromais da medula
Amaroli 2 Cultura de| Laserdediodo | dascélulaspor | 0,5,10¢ Stes ossca em diregdo a
In vitro & Fluorescéncia ¢ N
(2018) célula 808nm 60 scgundos a 15 dias oot ostcogénese, aumentou a
cada 24 horas Espectrofotometria | G ese de TGP
facilitou a diferenciagdo
de ostcoblastos

Fonte: Elaborado pela autora.
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6 CONCLUSAO
O uso do vidro bioativo S53P4 e laser influenciou positivamente o processo de

reparo 6sseo em ratas submetidas a terapia com acido zoledrdnico.
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Certificamos que a proposta intitulada *EFEITO DO LASER, PRF E ACIDO ZOLEDRONICO NO PROCESSO DE REPARO OSSEO EM
RATAS OVARECTOMIZADAS *, protocolada sob o CEUA n? 4974081216, sob a responsabilidade de Jéssica Lemos Gulinelli e
equipe; Marcus Viniclus Satoru Kasaya - que envolve a producdo, manutengdo e/ou utilizagio de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei
11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade do Sagrado Coragdo (CEUA/USC) na reunido de 01/02/2017.

We certify that the proposal *Effect of laser, PRP and zoledronic acid on the bone repair process of ovarectomized rats *, utilzing
192 Heterogenics rats (192 females), protocol number CEUA 4974081216, under the responsibility of Jéssica Lemos Gulinelli
and team; Marcus Viniclus Satoru Kasaya - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the
phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance
with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for
Control of Animal Experimentation (CONCEA), and vas approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Sagrado Coragdo
University (CEUA/USC) in the meeting of 02/01/2017.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 04/2017 a 08/2017 Area: CrurgiaE T tologia Bu iofacial

Origem:  Biotério Central

Espécie:  Ratos heterogénicos sexo: Fémeas idade: 20 a 30dias N 192
Linhagem: Rattus norvegius albinus/\Wistar Peso: 25023009

Resumo: O objetivo deste estudo é avaliar o proceso de reparo em defeitos dsseos criados cirurgicamente na calvaria de ratas
ovarectomizadas, tratadas com ackio zoledrbnico associado a LASER (terapia de baixa potencia) e Plasma Rico em Fibrina, por
meio da andlise histolégika, histométrica, imunohistoquimica e microtomografica. Cento e vinte e oito ratas fémeas (Rattus
norvegius albbinus, Wistar), com aproximadamente 300 gramas, serdo incluidos na pesquisa experimental. Os animais serdo
distribuidos em 2 grupos: Metade dos animais (64 ratas) serdo submetidos 3 ovariectomia bilateral (grupo OVX) e o restante (64
ratas) sham ou falsa ovariectomia, para simulagdo do estresse cirirgico (grupo SHAM). Apds o procedimento cirGrgico de
ovarectomia e sham, os animais serdo alocados em 8 sub-grupos (8 animais/grupo) dentro de cada grupo (OVX e SHAM), e
submetidos a terapia com soro fisiolégico, acido zoledrdnico , plasma rico em fibrina e LASER durante 30 dias. Apds 56 dias do
inkio da administragao do bisfosfonato sera realizado o procedimento cinlirgico para a criagdo dos defeitos 6sse0s nas calvarias dos
animais com auxilio de trefina de Smm. A eutandsia do animais serd realizada apds 14 e 28 dias da cirurgia da confecgdo dos
defeitos 6sseos. As amostras das calvdrias contendo a regido do defeito ésseo serdo removidas e submetidas ao processamento
laboratorial para obtengdo de ldminas com cortes longitudinais de 5 ?m para as andlises histoldgicas e imunohistoquimicas. Para a
avaliagdo histolégica serdo considerados o padrdo do infitrado inflamatério, neoformagdo, maturacdo, remodelagdo e viabilida de
dssea. Os cortes histoldgicos também serdo submetidos a0 processamento imunoistoquimico para a expressdo das proteinas
RANK-L, osteoprotegerina (OPG), RUNX 2, osteocakina (OC) e fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP) no pds operatério de
14 e 28 dias. As marcagdes imunoistoquimicas serdo analisadas qualitativamente e quantativamente no tecido ésseo neoformado.
Na andlise da microtomografia, os espécimes obtidos serdo submetidos 3 tomadas tomografica para posterior mensuragdes
tridimensionais da neoformac¢do éssea no interior dos defeitos parietais. Para a andlise histométrica serd realizada a
individualizagdo e delimitagdo da drea do defeito correspondente 3 regido da cortical das calvdrias, esta drea serd denominada
Area Total (AT). Dentro da Area Total (AT), serd realizada a delimitagdo das reas correspondentes ao 0sso neoformado para
obtencdo da drea de osso neoformado (AON). A comparagdo intragrupos nos diferentes periodos, serd realizada por meio do t-test
(? = 5%). J4 para comparagdo intergrupos, serd realizado o teste ONE WAY ANOVA(? = 5%), em seguida, para 0s grupos nos quais
hajam diferenca estatisticamente significativa, serd utilizado o teste de Student-Newman-Keuls (? = 5%).

Local do experimento: Biotério da USC
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