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RESUMO

Introducdo: A osteonecrose da arcada 0sseo-dentéria associada a bisfosfonatos tem se
tornado um importante efeito adverso associado ao complexo maxilo-mandibular. Os reais
eventos que permeiam o desenvolvimento dessa condicdo permanecem indeterminados.
Objetivo: O presente estudo propde-se a analisar os efeitos do uso dessa medica¢do no
tecido dsseo alveolar, bem como o desenvolvimento de um modelo de estudo reprodutivel
utilizando o Acido Zoledrénico como medicacdo indutora diante da auséncia de doenca
metabdlica. Metodologia: A amostra foi composta por 42 ratos wistar, com 60 dias e peso
médio de 250g. Os animais foram divididos em seis grupos (Gl, GlI, GllI, GIV, GV, GVI),
diferindo quanto a administracdo da medicacdo; extensdo da terapia; realizacdo de extracdo
dentéria do primeiro molar superior esquerdo e defeito com broca na coroa dentaria do
primeiro molar inferior esquerdo. Os animais dos grupos Gll e GIV receberam dose de
0,2mg/kg de Acido Zoledrdnico, semanalmente, por via intraperitonial, por trés semanas. O
grupo GVI recebeu prolongamento da duracdo da terapia totalizando oito semanas. Os
animais pertencentes aos grupos Gl; GlIl e GV receberam doses equivalentes de soro
fisiologico. Os grupos GllII, GIV, GV, GVI foram submetidos a procedimentos para
extracao dentaria no primeiro molar superior esquerdo e defeito com broca na coroa dentéria
do primeiro molar inferior esquerdo, na terceira semana apos o inicio do experimento. Ao
término de oito semanas todos os animais foram mortos através de camara de CO? e
realizou-se a necropsia e remocdo das mandibulas e maxilas para analise. Os dados foram
avaliados por tomografia computadorizada de feixe cénico quanto aos niveis de cinza da
imagem e por analise histologica, por meio da atribuicdo de escores quanto a presenca de
infiltrado inflamatdrio, tipo de infiltrado, vascularizacdo, necrose dssea e reabsorcao
dentinaria. Resultados: A comparacdo entre os grupos Gl e GllI quanto as avaliacBes dos
niveis de cinza e densidade 6ssea, ndo foram estatisticamente significantes (p>0,05). Houve
diferenca significante quanto aos niveis de cinza na compara¢do entre os grupos GV e GVI
em maxila e entre GIlIl e GIV em mandibula (p<0,05). A avaliacdo histolégica mostrou
presenca de necrose 6ssea no grupo GVI e menor presenca de remodelamento 6sseo nos
grupos teste (GIV e GVI) comparado aos controles (Gl e GV). A avaliagdo por escores ndo
demonstrou associag¢do entre nenhuma das varaveis com os grupos (p>0,05). Concluséo: O
Acido Zoledrdnico, isoladamente, retardou o reparo 6sseo alveolar apds extracdo dentaria,

no grupo que realizou terapia continuada por oito semanas (GVI) em comparagcdo ao grupo



controle (GV), com diminuicdo dos niveis de cinza. Além disso, a medicacdo foi capaz de
diminuir a capacidade reacional dos tecidos de suporte dentério, apresentando niveis de
cinza mais elevados no grupo teste (GIV) quando comparado ao grupo controle (GIII).
Alteracdes histologicas do padrdo de normalidade foram observadas nos ossos maxilares dos
grupos teste (GIV e GVI). Portanto, este modelo experimental foi capaz de desenvolver
alteracBes no tecido sseo alveolar de ratos por meio de terapia por Acido Zoledrénico.

Palavras-chave: Osteonecrose da arcada 6sseo-dentaria por bisfosfonatos, Bisfosfonatos,

Acido Zoledronico.



ABSTRACT

Introduction: Osteonecrosis of the Jaw associated with bisphosphonates has become an
important adverse effect associated with the maxillo-mandibular complex. The actual events
that underlie the development of this condition remain undetermined. Objective: This study
aims to analyze the effects of this medication in the alveolar bone, and the development of a
reproducible model study using the Zoledronic acid only absence of metabolic disease.
Methods: The sample consisted of 42 Wistar rats, 60 days and an average weight of 250g.
The animals were divided into six groups (GI, GllI, GllI, GIV, GV, GVI), differing in
medication administration; extension of therapy; performing dental extraction of the
maxillary left first molar and defect to drill in the first lower left molar in the dental crown.
The animals of Gll and GIV received a dose of 0.2 mg / kg of Zoledronic Acid, weekly,
intraperitoneally, for three weeks. The group received GVI prolonged duration of therapy
totaling eight weeks. The animals in groups GI, Gll and GV received equivalent doses of
saline. The GllI, GIV, GV, GVI underwent procedures for tooth extraction in left upper first
molar and drill defect in the crown of the first molar tooth left in the third week after the
start of the experiment. At the end of eight weeks all animals were killed by CO 2 chamber,
performed necropsy and removal of mandibles and jaws for analysis. Data were evaluated
by cone beam computed tomography as the gray level image and histological analysis, by
assigning scores for the presence of inflammatory infiltrate, type of infiltration,
vascularization, bone necrosis and resorption dentine. Results: The comparison between Gl
and GlI as the evaluations of gray levels and bone density were not statistically significant
(p>0,05). There was significant difference in the levels of gray in the comparison between
groups GV and GVI in maxilla and in GIll and GIV (p <0,05) in mandible. Histological
evaluation showed the presence of bone necrosis in group GVI and lower presence of bone
remodeling in the test groups (GIV and GVI) compared to controls (Glll and GV). The
evaluation scores showed no association between any of the variables with the groups (p>
0,05). Conclusion: Zoledronic acid alone, delayed alveolar bone healing after tooth
extraction in the group that underwent therapy continued for eight weeks (GVI) compared to
the control group (GV), with decreased levels of gray. In addition, the drug was able to
reduce the tissues of tooth support capacity reaction, with gray levels higher in the test group
(GIV) when compared to the control group (GIII). Histological changes in the normal
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pattern were observed in the jaws of the test groups (GIV and GVI). Therefore, this
experimental model was able to develop alterations in alveolar bone of rats by means of

zoledronic acid therapy.

Keywords: Osteonecrosis of the Jaw associated with bisphosphonates, Bisphosphonates,

Zoledronic Acid.
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1 INTRODUCAO

A osteonecrose da arcada 6sseo-dentéria associada & bisfosfonatos caracteriza-se por
um efeito adverso extremamente debilitante ao paciente, podendo trazer sérios riscos de
morbidade aos mesmos. Os sinais clinicos podem variar de um processo inflamatério com
dor, edema e rubor prolongados, evoluindo para exposi¢do e sequestro 0sseos, fistulas que
se estendem desde tecido mucoso até a pele, parestesia e um risco aumentado a fraturas
patoldgicas (MARX, 2005; KOS; BRUSCO; KUEBLER; ENGELKE, 2010; ALMASAN et
al, 2011).

Essa condicdo tem se tornado um desafio para clinica, uma vez que tentativas de
tratamento parecem ser refratarias e a prevaléncias tem aumentado em progressao
geométrica (MARX; CILLO; ULLOA, 2007; RUGGIERO, 2009).

O entendimento das alteracfes que levam ao desenvolvimento da osteonecrose dos
maxilares relacionada aos bisfosfonatos ainda ndo estd totalmente esclarecido. Contudo
sabe-se que os bisfosfonatos sdo drogas sintéticas que derivam de um inibidor natural da
reabsorcéo dssea o que lhes garante alta afinidade por cristais de fosfato de célcio, agindo no
ambiente intracelular, principalmente em células osteoclasticas, alterando o metabolismo
0sseo. Essa classe de medicamento pode ser categorizada da seguinte maneira: 0s que
possuem nitrogénio em sua férmula, bisfosfonatos nitrogenados e aqueles que ndo possuem,
bisfosfonatos ndo nitrogenados (RODAN, 1998; ROELOFS; THOMPSON; GORDON;
ROGERS, 2006; RUSSELL; WATTS; EBETINO; ROGERS, 2008).

Atualmente os bisfosfonatos sdo amplamente utilizados na comunidade médica,
possuindo excelentes resultados para o tratamento de doengas do metabolismo dsseo. No
entanto, a osteonecrose associada a bisfosfonatos ainda é pouco difundida como sendo uma
consequéncia ao uso da droga. A literatura descreve que a associagdo mais comumente
realizada da-se a partir de procedimentos invasivos cirlrgicos nas estruturas 0sseas
maxilares em pacientes que fizeram ou fazem uso da medicagdo. O risco aumenta em
pacientes que realizaram uso da droga por via intravenosa e em periodos prolongados o que
comprova sua relacdo dose-efeito (RUGGIERO, 2004; MARX, 2005; RUSSELL; WATTS;
EBETINO; ROGERS, 2008; RUGGIERO, 2009; KOS; BRUSCO; KUEBLER; ENGELKE,
2010).

Estudos em animais comprovam a relacdo entre administracdo de bisfosfonatos e o

surgimento de alteragdes no tecido 6sseo alveolar. Fatores como a estagnagdo da atividade
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osteoclastica e do processo de angiogénese, fundamentais para o reparo tecidual alveolar
tém sido observados (KOBAYASHI et al, 2010; BI et al, 2010). Embora muitos trabalhos
utilizem o modelo animal para reproducéo da condicdo de osteonecrose da arcada 6sseo-
dentaria associada a bisfosfonatos observada em humanos, pouco se sabe sobre o real efeito
desta medicacdo no tecido 0sseo alveolar in vivo, principalmente quando considerado o
isolamento de outros fatores sistémicos como indugdo de doenca Ossea prévia e terapia
adjunta a imunossupressores.

Este trabalho objetiva investigar alteracbes no tecido 6sseo alveolar de ratos, apos
terapia por um bisfosfonato nitrogenado (Acido Zoledrdnico) por meio de exame

tomografico e exame histologico.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  Reparo do Tecido Osseo Alveolar

O osso alveolar apresenta algumas particularidades associadas aos eventos que
permeiam seu processo de reparo apds exodontia. O conjunto de reacdes teciduais
desencadeadas no osso alveolar tém por objetivo permitir que o espaco do alvéolo dental
seja preenchido em sua integridade por tecido 6sseo. A ferida decorrente de uma extracao
dentéria difere daquela provocada na pele por incisdo, na qual ocorre uma perda
substancialmente maior de tecido mole, sendo que apds a exodontia a cicatrizagdo decorrera
por segunda intencdo (CARVALHO; OKAMOTO, 1987; TEN CATE, 2008).

Logo ap6s a remocao do dente do alvéolo, o sangue preenche a area de extracdo. A
organizacdo do coagulo inicia-se dentro das primeiras 24 a 48 horas com aumento da
dilatacdo dos vasos sanguineos dentro dos remanescentes de ligamento periodontal, seguido
pela migracdo de leucdcitos e formagdo de uma camada de fibrina. Na primeira semana o
coagulo forma um arcabouco temporario sobre o qual as células inflamatérias migram.
Osteoclastos acumulam-se por toda a crista 6ssea alveolar, iniciando o estagio de reabsor¢édo
ativa da crista 0ssea. Angiogénese continua a ocorrer nos remanescentes de ligamento
periodontal. Na segunda semana, o coagulo continua a organizar-se pela fibroplastia, e
NOVOS vasos sanguineos comegam a penetrar em direcdo ao centro do coagulo. Trabeculados
de ostedide estendem-se lentamente do alvéolo para o interior do coagulo e a atividade
osteoclastica da margem cortical da cavidade alveolar é mais distinta. Até a terceira, semana
a cavidade alveolar é preenchida com tecido de granulagdo e tecido 6sseo pouco calcificado
¢ formado na perifeira da lesdo. A superficie da lesdo é completamente reepitelizada
(MILORO, 2008).

A cavidade onde anteriormente repousava a raiz dentaria fica em um primeiro
momento preenchida por tecido 6sseo imaturo, o qual apresenta fibras coladgenas dispostas
sem organizacdo definida, possuindo menor quantidade de minerais e maiores proporgdes de
ostedcitos. Gradativamente ocorre a substituicdo desse tecido imaturo, primario, por um
tecido 0sseo secundario, lamelar, caracterizado por uma rede de fibras colagenas
organizadas em lamelas que ao ficarem dispostas em torno dos vasos sanguineos formam os
sistemas de Havers. Os ostedcitos estdo contidos em lacunas entre ou dentro de lamelas
osseas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; TEN CATE, 2008).
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O processo de reparo pode ser acompanhado radiograficamente, em periodo imediato
ao pds-operatorio, evidenciam-se os limites do alvéolo por um contorno radiopaco continuo
que se caracteriza a lamina dura. Aos 63 dias apés a extracdo, notam-se areas radiopacas nas
proximidades da lamina dura e em direcdo a area central do alvéolo. Os eventos de reparo
alveolar com neoformacéo de tecido 6sseo iniciam no décimo dia, sendo completa apenas
quando h& o preenchimento total do alvéolo por tecido 6sseo e remodelamento da crista
alveolar, depois de dez a doze semanas o local da extracdo ndo pode mais ser identificado.
No alvéolo de ratos os eventos desenvolvem-se em torno do sétimo dia e 24 dias poés-
operatérios ja se pode verificar o reparo alveolar em sua totalidade (CARVALHO;
OKAMOTO, 1987; TEN CATE, 2008).

Ocasionalmente o codgulo sanguineo ndo é formado ou pode ser desintegrado, o que
vem a causar uma osteite alveolar localizada. Em tais circunstancias o reparo torna-se mais
demorado e o preenchimento da cavidade ocorre gradualmente. Na auséncia de uma matriz
saudavel, a unido entre o0sso reparado e 0sso alveolar remanescente ocorre com uma
velocidade muito mais lenta, diante de tal evento o alvéolo potencialmente infectado
permanece aberto e parcialmente coberto com epitélio hiperplasico por longos periodos
(MILORO, 2008).

Guglielmotti e Cabrini (1985) em seu trabalho observaram que apds extracdes
dentérias em ratos Wistar, aos sete dias, ocorre o periodo de maior atividade reabsortiva
Ossea. Aos 60 dias o reparo 6sseo estd completo, uma vez que tecido 0sseo preenche a
cavidade alveolar por completo, apresentando uma continuidade homogénea entre o antigo

alvéolo e a mandibula.

2.2 Bisfosfonatos

Os bisfosfonatos sdo amplamente usados no manejo de pacientes com doencas
relacionadas a alteracBes no metabolismo 6sseo. Pertencem a maior classe de drogas anti-
reabsortivas, atuando em enfermidades como osteoporose, doenca de Paget, neoplasias
como mieloma multiplo e hipercalcemia maligna, metastases 0sseas associadas ao cancer de
mama, prostata, pulmédo e a outros tumores de tecidos moles (MARX, 2005; RUSSELL;
WATTS; EBETINO; ROGERS, 2008; RUGGIERO, 2009; KOS; BRUSCO; KUEBLER,;
ENGELKE, 2010). Idosos frequentemente apresentam perda substancial de densidade 0ssea,

onde fraturas s&0 uma comum intercorréncia, por conseguinte um grande risco para
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morbidade. O uso de bisfosfonatos vem sendo uma alternativa eficaz para reducdo desse
risco, melhorando a qualidade de vida destes pacientes (PHAM et al, 2011). Siris e
colaboradores (2011) realizaram um estudo estimativo entre a relacdo do uso de
bisfosfonatos e reducédo de fraturas em mulheres do periodo p6s-menopausa, no qual se pode
observar a evidente reducdo do risco a fraturas em pacientes que utilizavam bisfosfonatos

por via oral.

Os bisfosfonatos sdo compostos quimicos que possuem alta afinidade com os tecidos
0sseos. Sua caracteristica de acdo estd relacionada ao seu mecanismo seletivo sobre a
atividade osteoclastica, por serem analogos sintéticos do pirofosfato, um inibidor natural da
reabsorcdo Gssea, 0 que lhes proporciona alta afinidade aos cristais de fosfato de célcio
(hidroxiapatita) (RODAN, 1998; RUSSELL; WATTS; EBETINO; ROGERS, 2008;
RUGGIERO, 2009). Os bisfosfonatos podem ser divididos em dois grupos conforme a
presenca ou auséncia de nitrogénio em sua composicdo. A presenca do atomo de nitrogénio
confere a0 medicamento maior poder de inibicdo reabsortiva. Dentre a classe de
bisfosfonatos nitrogenados pertence o Alendronato, Acido Zoledrénico, Risendronato,
Pamindronato, Ibandronato (ROELOFS; THOMPSON; GORDON; ROGERS, 2006).
Durante a reabsor¢do, no ambiente acido da lacuna de Howship, os bisfosfonatos
englobados no o0sso séo liberados, atingem altas concentragdes em solucdo ou na forma de
sais de calcio e sdo internalizados pelos osteoclastos e macréfagos por endocitose, afetando-
os diretamente, promovendo a perda de funcdo ou apoptose da célula, por inibicdo de
sistemas enzimaticos ou producdo de metabolitos citotoxicos. Em consequéncia da menor
atividade osteoclastica, o metabolismo 6sseo é alterado em sua relacdo osteoclasto e
osteoblasto, o que favorece a neoformacao éssea com aumento da area de 0sso trabecular
(ROELOFS; THOMPSON; GORDON; ROGERS, 2006; RUSSELL; WATTS; EBETINO;
ROGERS, 2008).

Os bisfosfonatos nitrogenados agem intracelularmente bloqueando a sintese da enzima
farnesil difosfato (FPPs) importante na via mevalonato. A interrupgdo dessa via impede a
formacdo de dois metabdlitos, o farnesol e geranylgeraniol, que s&o essenciais para 0
funcionamento adequado da célula. Esta enzima € inibida por concentracdes
nanomoleculares de bisfosfonatos nitrogenados, neste quesito o Acido Zoledronico é
extremamente potente mesmo em concentracdo picomolares (Quadro 01). Os bisfosfonatos
gue ndo possuem um atomo de nitrogénio em sua estrutura quimica ndo inibem proteinas,

possuem um mecanismo diferente de a¢do o qual parece envolver principalmente a formagéo
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de metabolitos citotoxicos em osteoclastos. Ao que se parece os bisfosfonatos nitrogenados,
guardam alguma capacidade antitumoral, contudo este efeito ainda ndo esta bem esclarecido
(RODAN, 1998; COXON; OADES; KIRBY; COLSTON, 2004; ROELOFS; THOMPSON;
GORDON; ROGERS, 2006).

Quadro 01: Tabela referente ao potencial inibidor da sintese da FPP dos bisfosfonatos nitrogenados.

I1Cs (nmol/L), ]
) ICs (nmol/L), enzima
) enzima o Ki
Bisfosfonato ) purificada
recombinante ) (nmol/L)
recombinante humana
humana
Pamindronato 200 500 ND
Alendronato 50 340 ND
Ibandronato 20 ND ND
Risendronato 10 003.9 0.34
Acido Zoledronico 3 ND 0.07
Minodronato 3 ND ND

ND: Ndo determinado;

ICs0: Quantidade necessaria para inibir 50% da atividade;

K;: Constante de ionizacéo;

Fonte: ROELOFS; THOMPSON; GORDON; ROGERS, 2006.

Estudos in vitro demonstram que bisfosfonatos nitrogenados possuem efeito sobre
praticamente todas as células, atingindo inclusive culturas de células osteoclasticas,
osteoblasticas, macrofagos, células epiteliais, endoteliais. Sendo os osteoclastos e 0s
macrofagos 0os mais sensiveis a baixas concentra¢fes (1-10 umol/L) in vitro (ROELOFS;
THOMPSON; GORDON; ROGERS, 2006).

O Acido Zoledrénico [1-Hydroxy-2-(1H-imidazole-1-yl) ethylidene] (Figura 01) é
tido como um dos mais potentes bisfosfonatos nitrogenados de nova geracdo. Sua eficacia
na adesdo da matriz mineralizada e na apoptose de células tumorais mesmo em doses baixas
ja tem sido comprovado (COXON 2004). Em modelo animal rato, o Acido Zoledrdnico
provou ser efetivo em prevenir doengas 0sseas com apenas uma unica dose, em animais que
haviam sido injetados por células tumorais (CROUCHER et al, 2003). Metcalf; Pandha e
Morgan (2011) observaram em seu trabalho o efeito do bisfosfonatos sobre a angiogénese.
Os resultados mostraram a caracteristica dose-dependente dessas drogas sobre as células

endotelias, quanto maior a dose menor a capacidade de formagao de novos vasos.




27

Devido ao amplo emprego dessa droga o esquema de administracdo pode ser bastante
variavel. Comumente reserva-se o uso de bisfosfonatos via oral para casos de osteoporose e
osteopenia. Porem, trabalhos recentes com a administracdo de doses anuais de Acido
Zoledronico (5mg) ao longo de trés anos, em pacientes que apresentam osteoporose pos-
menopausa, mostra significativa reducdo no risco de fraturas de ossos longos. Com isso a

indicacdo para o uso dessa medicagdo vem se tornando mais frequente (BLACK et al, 2007).

Figura 1: Frmula quimica do Acido Zoledronico.
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Acido Zoledrénico

Fonte: Elaborado pela autora (2013).

2.3 Osteonecrose dos maxilares associada ao uso de bisfosfonatos

A ocorréncia de necrose 0ssea associada ao uso de bisfosfonatos é considerada de
exclusividade do complexo maxilomandibular. Vem sendo descrita desde 2003 como um
importante efeito adverso. Inicialmente relacionada ao uso de drogas com alta dosagem e
administracio intravenosa como Pamindronato e Acido Zoledrdnico. Contudo vem
tornando-se frequente a associa¢do também a drogas de administracdo por via oral como é o
caso do Alendronato Sodico (MARX, 2003; 2005).

Apesar dos relatos de osteonecrose dos maxilares relacionada aos bisfosfonatos terem
seu inicio apenas em meados do século XXI, relatos de necrose dos 0ssos maxilares associada

ao fosforo datam de muito antes. Trabalhadores expostos por anos aos vapores de fosforo
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apresentavam em alguns casos, efeitos como exposicao de tecido 6sseo do complexo maxilo-
mandibular. Transcreveu-se um dos casos relatados intitulado “A Case of Necrosis Of The
Jaw And Other Bones From The Fumes Of Phosphorus.” (SAVORY, 1874):

“.. Em cima da mesa estdo a mandibula e alguns 0ssos
adjacentes de um rapaz, de 18 anos, que tinha sido exposto por um
longo periodo de tempo a vapores de fésforo (Figura 2)... Toda a face,
mas especialmente a regido ao longo do maxilar inferior do lado
direito, era muito dolorosa, inchada, e a pele estava tensionada, palida
e brilhante. A gengiva também de ambas as maxilas superior e inferior
estava indevidamente vascularizada e muito intumescida. Estes
sintomas aumentaram, houve supuracdo, e depois, a mandibula foi

encontrada nua e evidentemente, em um estado de necrose...”
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Figura 02: Desenho representativo referente a mandibula do paciente apds necropsia.
Fia. 1.

Fonte: (SAVORY, 1874).

O caso relatado, guardada as proporgdes, muito se assemelha com o quadro de um
paciente apresentando osteonecrose por bisfosfonatos dos tempos atuais. Mesmo apds a
tentativa de resseccdo cirirgica da regido necrética e melhora em um primeiro momento, 0
paciente ap0s alguns meses evoluiu para 6bito.

Atualmente a condicdo para ser definida como osteonecrose da arcada 6sseo-dentéria
associada a bisfosfonatos, segundo Ruggiero (2009) deve ser associada a tratamento atual ou
prévio com bisfosfonatos, exposicdo do tecido ésseo do complexo maxilomandibular ao
meio bucal persistente e auséncia de historia de radioterapia na regido de cabeca e pescoco.

Dentre as alteragdes clinicas mais comumente encontradas estdo a exposicdo 0ssea,
dor, sequestro 0sseo, fistulas em tecido mucoso podendo estender-se até superficie cutanea,
edema, parestesia e suscetibilidade a fraturas patoldgicas (MARX, 2005; KOS; BRUSCO;
KUEBLER; ENGELKE, 2010; ALMASAN et al, 2011). Frequentemente esta relacionada a
procedimentos invasivos prévios tais como exodontias, remocdo de cistos, implantes
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dentarios e trauma dento-alveolar (RUGGIERO et al, 2004; MARX, 2005; KOS; BRUSCO;
KUEBLER; ENGELKE, 2010). Contudo ndo é incomum a ocorréncia de lesGes mesmo na
auséncia de intervencdes prévias, casos de trauma devido ao uso de prétese removiveis e
condi¢des anatdmicas também parecem ter associacdo (MARX, 2005). O sitio de maior
incidéncia parece ser a mandibula (RUGGIERO et al, 2004; MARX, 2005; KOS; BRUSCO;
KUEBLER; ENGELKE, 2010).

Um importante aspecto relacionado aos bisfosfonatos € a sua relacdo dose-efeito. Para
que se visualizem efeitos mais acentuados da inibi¢cdo do metabolismo 0sseo € necessario o
aumento da dosagem do medicamento, assim como h& a influéncia da frequéncia de
administracdo. A meia vida dos bisfosfonatos ndo pode ser considerada proporcional a
duracdo de seus efeitos, em média apds a administracdo intravenosa desaparecem do plasma
rapidamente, com uma meia vida de uma a duas horas. Porem, uma vez que estes se
encontram ligados ao 0sso permaneceram sepultados por longos periodos, e sO serdo
liberados quando houver reabsor¢do do tecido 6sseo (LIN, 1996; RUSSELL; WATTS;
EBETINO; ROGERS, 2008).

Em um estudo com 63 casos de pacientes com osteonecrose de mandibula e maxila
que haviam feito uso de bisfosfonatos intravenoso e via oral, 38% apresentaram lesGes
envolvendo maxila e 68% apresentaram envolvimento com o osso mandibular, 14% néo
apresentavam histdria previa de atendimento invasivo odontolégico. Nos achados clinicos
foram observadas a presenca de exposicdo 0ssea e necrose dos tecidos 6sseos alveolares em
todos os individuos da amostra. Os autores sugeriram cautela aos clinicos devido ao
potencial de desenvolvimento de necrose Ossea alveolar pelo uso de bisfosfonatos
(RUGGIERO et al, 2004).

A busca por alternativas de tratamento para esta enfermidade tem sido investigada
desde seus primeiros relatos. Tentativas de debridamento local com recobrimento da regiao
Ossea exposta através de retalho mucoperiostal frequentemente demonstram fracasso e maior
exposicdo da ferida por consequéncia, tornando as estruturas mais suscetiveis a fraturas
patoldgicas. Terapia com oxigénio hiperbarico utilizada para tratamento de osteomielite
crénica ndo demonstra efeitos semelhantes quando utilizada no tratamento para osteonecrose
secundaria ao uso de bisfosfonatos, fato este que pode ser explicado devido aos diferentes
mecanismos de desenvolvimento das duas condi¢cbes (MARX; CILLO; ULLOA, 2007;
RUGGIERO, 2009; SEDGHIZADEH et al, 2008).

Autores vém descrevendo o uso de diferentes técnicas no intuito de desenvolver um
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protocolo eficaz para 0 manejo dessa condi¢do. A ressecgdo das areas necroticas e a
aplicacdo de plasma rico em plaquetas foram reportadas, em uma amostra de 25 pacientes
por Curi e colaboradores (2011). Esses autores obtiveram 80% de sucesso, relatando
completo reparo e recobrimento da area de 0sso exposta em 36 meses de acompanhamento.
Cella e colaboradores (2011) descreveram o emprego de um concentrado de células tronco
autégenas com inser¢do internamente a lesdo em um caso de osteonecrose por uso de
bisfosfonatos, com boa evolugdo do quadro em po6s-operatério de curto prazo.

O uso de antimicrobianos por longos periodos tem sido aplicado. Contudo, ndo ha
normatizagéo na utilizacdo dos mesmos. Autores tém sugerido que alteragdes na microbiota
bucal podem desempenhar um papel critico na patogénese do desenvolvimento da
osteonecrose (SEDGHIZADEH, 2008; NAIK; RUSSO, 2009). Marx; Cillo e Ulloa (2007)
descrevem achados de elevados niveis de micro-organismos Actinomyces, Moraxella, e
espécies Eikenella, em sua série de 30 casos. Sedghizadeh et al (2008) observaram a
presenca espécies bacterianas incluindo Fusobacteria, Bacilos, Actinomyces, Estafilococos,
Estreptococos, Selenomonas e trés diferentes tipos de treponemas, em analise
microbioldgica realizada através de eletromicroscopia de varredura, de quatro pacientes
portadores de osteonecrose que fizeram uso de bisfosfonatos. Neste estudo os autores
observaram ainda que a reabsorcdo Gssea evidente em todos os casos foi potencialmente
causada pelo biofilme bacteriano presente, uma vez que ndo foram observadas evidéncias de
células como osteoclastos adjacente ou no interior da lesdo.

Pesquisas tém sido realizadas a fim de reproduzir, em modelo animal, caracteristicas
semelhantes a osteonecrose dos maxilares observada em pacientes que fazem uso de
bisfosfonatos, como método para estudo da patogénese dessa condicdo. Bi e colaboradores
(2010) confirmaram em seu estudo realizado com uma amostra composta por ratos, que
longos periodos de uso de bisfosfonatos em altas doses sdo capazes de desenvolver defeito

6sseo e impossibilidade de reparo ap6s exodontia.

Na revisdo do assunto realizada por Russell e colaboradores (2008), destacam que ha
uma mudanca do padrdo 6sseo devido a inibicdo do processo reabsortivo, 0 que tem efeito
direto sobre a densidade 6ssea mesmo diante da auséncia de uma doenca metabdlica prévia.
Kobayashi e colaboradores (2010) avaliaram os efeitos no reparo alveolar de ratos
submetidos a terapia com um bisfosfonato nitrogenado (Acido Zoledronico), apos extracio
dentéria. A andlise histomorfométrica mostrou que a migracdo de células endoteliais para

regido do alvéolo foi significantemente menor no grupo que recebeu bisfosfonato
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comparado ao grupo controle, sugerindo que possa existir inibicdo da angiogénese, fato

critico para o reparo alveolar.

As condicBes que levam ao quadro de osteonecrose da arcada 0sseo-dentaria por
bisfosfonatos permanecem desconhecidas. A maioria dos estudos envolvendo inducdo da
doenga em modelo animal realiza associa¢do do bisfosfonato com imunossupressores. O
presente estudo propde-se a analisar os efeitos do uso dessa medicacdo ao tecido 6sseo
alveolar, bem como o desenvolvimento de um modelo de estudo reprodutivo utilizando o

Acido Zoledrdnico como tnica medicacdo indutora e auséncia de doenca metabdlica prévia.
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3 PROPOSICAO

3.1  Objetivo Geral

O presente estudo propBe-se a avaliar a estrutura dssea alveolar de ratos submetidos a terapia

com Acido Zoledrénico.

3.2  Objetivos Especificos

Avaliar qualitativamente o reparo 6sseo alveolar, apds extracdo, em ratos
submetidos & administracio de Acido Zoledronico, na regido de primeiros molares superior.

Avaliar qualitativamente alteracfes na estrutura 6ssea alveolar, apds defeito com
broca sobre a coroa dentaria do primeiro molar inferior, em ratos submetidos a
administracdo de Acido Zoledronico.

Avaliar quantitativamente a densidade de imagem no tecido 6sseo alveolar em ratos
submetidos & administracdo de Acido Zoledronico, na regido de primeiros molares superior

e inferior.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de Estudo

Estudo experimental controlado em animais, cego e com amostragem selecionada de

forma aleatdria ou probabilistica simples - randomizada.

4.2 Local de Realizagdo

Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA)
-Unidade de Experimentacdo Animal (UEA)
-Unidade de Patologia Experimental (UPE)

Clinica de Radiologia Odontoldgica FACIEM 3D

4.3 Consideragdes Eticas

Nesta pesquisa foram observados os principios éticos para experimentacdo em
animais, que constam na Lei 11.794 de 08 de outubro de 2008 (Lei Arouca) que regulamenta
e estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais; respeitando-se também os
Principios Eticos na Pesquisa Experimental, determinados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal. O referido projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre sob o nimero de
projeto 120108 (Anexo A).

4.4 Hipoteses

a. O Acido Zoledronico, isoladamente, retarda o reparo 6sseo alveolar apos
extracdo dentéria.
b. A manutencdo da terapia com uso de bisfosfonato nitrogenado, apos

procedimento de exodontia, acentua e agrava a diminui¢ao da capacidade de reparo 6sseo.
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C. A terapia com Acido Zoledronico altera o tecido 6sseo alveolar na auséncia
de procedimento invasivo.
d. O Acido Zoledrdnico diminui a capacidade reacional dos tecidos de suporte

dentario.

4.5 Calculo Amostral

Para determinacdo do tamanho da amostra, deste estudo com modelo animal
experimental o rato, foi determinado o “n” de seis para cada grupo, baseando-se nos estudos
de Bi et al, 2010; Kobayashi et al, 2010; Hokugo et al, 2010.

O tamanho da amostra foi calculado, com um nivel de significancia de 5% para um
poder de estudo de 80%. Para uma diferenca minima detectavel entre as medias de 5,0% e
um desvio-padréo esperado dos residuos de 1,2%. Os autores consideraram a inclusdo de
mais um animal para cada grupo prevendo possiveis perdas e exclusdes durante o decorrer

do experimento, totalizando um “n” amostral de sete animais.

4.6 Descricdo da Amostra

A amostra para o estudo foi composta por 42 ratos albinos, heterogénicos, da espécie
Rattus novergicus albinus, cepa Wistar, machos, clinicamente sadios com idade média de 60
dias e peso médio de 250 gramas.

Dividiu-se a amostra em seis grupos com sete animais em cada (Quadro 02). Os
diferentes grupos foram dispostos considerando variacdes quanto ao procedimento de
extracdo dentaria (ED) e defeito com broca na coroa dentaria (DBCD), administracdo do
Acido Zoledronico e duragio da terapia.
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Quadro 02: Distribuigdo dos grupos e variaveis.

Grupos Distribuicdo | Administracdo | EDe DBCD | Tempo para | Tempo de | Tempo de
de animais | do bisfosfonato extracdo e [ administracdo | observacao
por grupo DBCD da medicacdo | (semanas)

(semanas) (semanas)

Gl N=07 Né&o Né&o --- --- 08

Gll N=07 Sim Né&o - 03 08

Gl N=07 Né&o Sim 03 03 08

GIvV N=07 Sim Sim 03 03 08

GV N=07 Né&o Sim 03 08 08

GVI N=07 Sim Sim 03 08 08

Fonte: Elaborado pela autora (2013).

Os grupos Gl e Gl néo receberam tratamento de ED ou DBCD, nesses grupos houve
variagcdo apenas quanto a terapia com Acido Zoledrénico. Os grupos GllI, GIV, GV e GVI
foram comuns quanto ao tratamento por ED e DBCD, variando entre si quanto a terapia de
Acido Zoledrénico e a duracio da terapia. Nos grupos GllI, GIV foram administradas trés
doses da medicacdo, ja no grupo GVI foram aplicadas, no total, oito doses de Acido
Zoledrdnico (Quadro 03).

Quadro 03: Linha do tempo do estudo, indicando abaixo o0 periodo em semanas.

Aplicagdo AZ ED e DBCD Aplicacdo AZ ¥§§$§ 85,
GII,GIV,GVI “ GIII,GIV,GV,GVI" GVI " GRUPOS
) ) >

J

Fonte: Elaborado pela autora (2013).
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4.7 Administracéo do Farmaco

O bisfosfonato empregado foi o Acido Zoledronico' por via intraperitoneal, na
dosagem de 0,2mg/kg, semanalmente (Figura 03). Para obtencdo da dose, o farmaco foi
diluido em soro fisiologico. Considerando o metabolismo do animal utilizado, a frequéncia
de administracdo do farmaco foi de uma dose semanal, o que simularia uma equivaléncia de

dose para o tratamento em humanos.

Figura 03: Acido Zoledronico

Fonte: Autora (2013).

Tendo em vista que ndo ha padronizagio para o uso de Acido Zoledrénico em modelo
animal, os autores utilizaram uma sobredosagem, uma vez que a taxa de excrecao para esta
medicagdo, em ratos, ainda ndo foi determinada. Segundo Bi et al (2010) ndo h& diferencas
entre aplicacdo de intravenosa e intraperitoneal da administracdo de Acido Zoledronico na
inducdo de osteonecrose.

Para administracdo do farmaco nos grupos Gll, GIV, GVI, ndo foi realizada anestesia,
o animal foi contido colocando-se a médo sobre o dorso e a caixa torécica, e a cabeca
apreendida entre o polegar e o indicador, imediatamente atrds da mandibula. A pesagem dos
animais para calculo das dosagens foi realizada a cada sete dias previamente a administracao

! Acido Zoledrdnico®, Eurofarma S.A, RJ, Brasil.
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do farmaco.

Os animais dos grupos Gl, GIlIl, GV, receberam doses equivalentes de soro
fisioldgico, com o objetivo de evitar viés quanto a manipulacdo do animal. A dose total de
Acido Zoledrénico recebida pelos grupos Gll e GIV foi de 0,6mg/kg durante trés semanas

de inducgéo. O grupo GVI recebeu um total equivalente de 1,6mg/kg durante oito semanas.

4.8 Delineamento do Estudo

Durante todo o periodo do experimento, os animais foram mantidos nas dependéncias
da Unidade Experimental Animal do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, em temperatura
ambiente de 23°C (mais ou menos um grau), alimentados com ragao sélida comercial e agua
ad libitum, e foram submetidos a exames veterinarios para a exclusdo de qualquer patologia
concomitante, que poderia interferir com os resultados do presente trabalho.

Os animais foram identificados através de marcagdes com caneta de retroprojetor na
cauda de cada animal. Os animais foram alojados em gaiolas plésticas, cobertas por uma
grade metélica, na qual era alocado o bebedouro e dispensada a racao.

Os animais dos grupos GllI, GIV, GV, GVI foram submetidos a procedimento
cirtrgico para remocdo do primeiro molar superior esquerdo e defeito com broca na coroa
dentaria do primeiro molar inferior esquerdo, ap6s a administracdo da terceira dose do Acido
Zoledrénico, aos 21 dias. Durante o decorrer dos procedimentos cirurgicos foram mantidos
0s critérios de assepsia. ApoOs a apreensdo do animal pelo dorso, foi realizada a anestesia
através da aplicacdo de injecdo intraperitoneal da solucdo anestésica, na regido interna do
membro posterior esquerdo. Para tal, utilizou-se Cloridrato de Xilazina a 2% e Cloridrato
de Cetamina a 10%?, respectivamente, na dosagem de 10mg/kg e 100mg/kg (HARKNESS;
WAGNER, 1993).

Apds os procedimentos anestésicos, os animais foram colocados individualmente em
posicdo de decubito-ventral, fixados sobre uma mesa plana aquecida, a abertura bucal foi

mantida apoiando-se 0s incisivos superiores e inferiores com atilhos elasticos.

2 Anasedan, Sespo Industria e Comércio Ltda, Jacaref, SP.
¥ Ketamina Anger (Ketamina 10 %), Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Sao Paulo, SP.
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4.8.1 EXTRAGCAO DENTARIA

O procedimento cirdrgico para extracdo dentaria iniciou pela sindesmotomia do
primeiro molar superior esquerdo com auxilio de um descolador adaptado a anatomia da
regido, seguido por luxacdo e remocdo do elemento dentario. Apos foram realizados 0s
cuidados com a ferida operatoria, que incluiram irrigacdo cuidadosa e hemostasia atraves de
compressdao com gaze no alvéolo dentario (Figura 04 e Figura 05).

Os dentes removidos dos animais foram identificados e mantidos em agua® para
posterior verificacdo e registro de fraturas radiculares, por meio de uma lupa® com aumento

de duas vezes.

Figura 04: Imagem do momento de realizacdo da etapa cirurgica de sindesmotomia na regido palatina
do primeiro molar superior esquerdo.

Fonte: Autora (2013).

* KabiPac (Agua para injecdo 1000ml), fresenius Kabi Ltda, Aquiraz, CE, Brasil.
> Carl Zeiss, 700mA, Germany.
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Figura 05: a) Primeiro molar superior esquerdo integro. (€) b) Alvéolo dentario ap6s extragdo do
primeiro molar superior esquerdo (<).

Fonte: Autora (2013).

4.8.2 DEFEITO COM BROCA SOBRE A COROA DENTARIA

O procedimento para a realizacdo do defeito com broca sobre a coroa dentéria foi
executado com o auxilio de uma broca® esférica carbide tamanho n°4 haste longa para peca

de mao, com didmetro de 1,4mm, na coroa dentaria do primeiro molar inferior esquerdo.

Conforme anélise em cranio seco, a coroa dentéria dos primeiros molares inferiores de
ratos possuem 1,3mm da borda incisal até a juncdo amelo-cementéria. O defeito realizado
com broca compreendeu a totalidade da ponta ativa da mesma, gerando um defeito oclusal
de 1,4mm de profundidade por 1,4mm de largura, estendendo-se deste modo até a regido de
furca dentaria (Figura 06). Apods foram realizados os cuidados com a ferida operatoria, que
incluiram irrigacdo cuidadosa e hemostasia através de compressdo com gaze no alveolo
dentério (Figura 07).

Para analgesia todos os animais receberam imediatamente, apoés o término dos

® Broca carbide esférica n°4, Labordental, Sdo Paulo, SP, Brasil.
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procedimentos cirtrgicos, Cloridrato de Tramadol’, que foi aplicado via intramuscular na
dose de 5mg/kg, no pds-operatorio imediato e uma segunda dose 24 horas apds. No pos-
operatorio imediato, 0s animais permaneceram em incubadoras aquecidas a uma temperatura
de 30°C, até que obtivessem condicdes para retornar as gaiolas e ao alojamento.

Todas as etapas dos procedimentos foram supervisionadas pela Médica Veterinaria
Fabiola Schons Meyer (CRMV 9721).

Figura 06: Simulagdo do posicionamento da broca esférica sobre a coroa dentaria do primeiro molar
inferior esquerdo em créanio seco. Observam-se as dimensdes da broca em relacéo ao dente.

Fonte Autora (2013).

" Cloridrato de Tramadol 100mg/2ml, Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Embu-Guacu, SP,

Brasil.
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Figura 07: a) Primeiro molar inferior esquerdo integro (€). b) Defeito provocado pela aplicacdo da
broca sobre a coroa do primeiro molar inferior esquerdo (€).

Fonte: Autora (2013)

4.9 Morte e Preparo dos Espécimes

Decorrido o tempo de oito semanas, a partir do inicio do estudo foram realizadas as
mortes dos animais através da utilizacdo de camara de CO? com o intuito de preservar as
estruturas a serem examinadas.

Imediatamente apds a morte, foi realizada a necropsia com desnudamento,
decapitacdo e hemisseccao sagital do crénio, dividindo em porgéo esquerda e porcdo direita
(Figura 08).
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Figura 08: Seccdo de hemicranio esquerdo apds necropsia.

Fonte Autora.

As pegas operatorias correspondentes ao hemicranio direito e hemicrénio esquerdo
foram colocadas imediatamente em recipientes plasticos devidamente identificados, fixadas
e conservadas em formalina neutra tamponada a 10%, com a finalidade de evitar as

alteragGes post mortem.

4.10 Estudo Tomografico

As pecas referentes aos hemicréanios esquerdos foram tomografadas nas dependéncias
da Clinica de Radiologia Odontoldgica Faciem 3D (Anexo B). Os autores respeitaram 0s
aspectos de biosseguranca com o material biolégico animal nas dependéncias da clinica. A
analise por densidade de imagem foi realizada em todos 0s grupos.

As imagens foram adquiridas através de um Tomografo Volumétrico Kodak 9000
Carestream System® com o0s seguintes parametros técnicos: tensdo de pico de 60kVp, corrente

de 4mA, tempo de exposicdo de 10,8s, tamanho do voxel de 75um e area de aquisicdo da

8 Carestream Health, Inc; Nova York, EUA.
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imagem (FOV) de 50x38mm. Os espécimes foram posicionados para a aquisi¢do das imagens
de forma padronizada. O feixe guia luminoso passava pelo conduto auditivo externo

seguindo até regido anterior das narinas (Figura 09).

Figura 09: Padronizacdo do posicionamento para aquisi¢cdo das imagens tomograficas.

Fonte: Autora (2013).

As imagens foram adquiridas e armazenadas no protocolo Digital Imaging and
Communications in Medicine (DICOM). As mesmas foram reconstruidas e analisadas no
software livre Image J ®, versdo 1.46, para analise da densidade de imagem, relacionando os
limites de atenuacdo dos feixes de raios X com os valores de niveis de cinza (NC) do tecido
0sseo alveolar dos ratos.

Para a reconstrucdo e processamento no software ImageJ®, as imagens foram
convertidas para 8 bits (256 niveis de cinza) gerando uma escala de 0 a 255 para cada
imagem. O valor zero representou a menor atenuagdo e 255 a maior atenuagéo dos feixes de
raios X.

Como as imagens foram adquiridas em um processo volumétrico, para fins de
determinacéo e limitacdo das regides para andlise, todas as sequéncias foram reconstruidas em

seguimentos no software ImageJ® em plano sagital. Os volumes obtidos foram analisados
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para selecdo do corte que melhor exibia as regides do primeiro molar superior e primeiro
molar inferior para cada espécime.

Nos cortes previamente selecionados foram determinadas regides de interesse (ROI
“Region of Interest”) para andlise de niveis de cinza. Para a maxila, nos grupos Gl e GllI
onde ndo houve intervencéo cirdrgica, determinou-se a regido correspondente ao tecido 6sseo
alveolar circundante as raizes do primeiro molar superior, idéntica e possuindo area de
3,7mm2 para todos os espécimes desses grupos (Figura 10). Nos demais grupos GllI, GIV,
GV, GVI a ROI foi determinada na regido do alvéolo do primeiro molar superior e possuiu
variagdo de medida de &rea para o0s espécimes em virtude da presenca de raizes
remanescentes, que foram contornadas e excluidas da analise.

Na mandibula a ROI selecionada incluiu o tecido 6sseo alveolar circundante as raizes
do primeiro molar inferior em todos 0s grupos, uma vez que estes permaneceram com as

raizes, padronizando-se uma &rea de 8,07mm2 (Figura 11).
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Figura 10: a) Imagem tomografica de corte sagital selecionado para visualizacéo da &rea de anélise da
maxila, de um animal pertencente ao Gl, visualizacdo reduzida referente a 75% do tamanho natural. b)
Em amarelo a delimitacdo da ROI para a maxila referente aos grupos Gl e GllI, em azul escala e
localizagdo do aumento em relacéo a imagem inicial, visualizagdo aumentada referente a 200% do
tamanho real.

& VOL.01 with bar (75%) = EoR == [ ¢ VOL_01 (200%)

52.71x52.71 mm (689x689); RGB; 1.8MB

Fonte: Autora (2013).

Figura 11: a) Imagem tomogréfica de corte sagital selecionado para visualizacdo da area de andlise da
mandibula, de um animal pertencente ao Gl, visualizag¢do reduzida referente a 75% do tamanho
natural. b) Em amarelo a delimitacdo da ROI para mandibula, em azul escala e localizagdo do aumento
em relagdo a imagem inicial, visualizagdo aumentada referente a 200% do tamanho real.

& VOL_01 with bar (75%) o e == [ d VOL_01 (200%) @

52.71x52.71 mm (689x689); RGB; 1.8MB
117/470 (export117); 52.71x52.71 mm (689x689); 8-hit; 213MB
-

Fonte: Autora (2013).
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Todos os dados obtidos foram exportados, em forma de tabela, para o programa
Windowns Excel® 2010, a fim de se obter os dados graficos das variagdes de densidade das
unidades experimentais, em niveis de escala de cinza. As analises foram realizadas a partir
dos valores adquiridos das imagens tomogréaficas de feixe conico, sendo quantificadas e

comparadas.

4.11 Estudo Histoldgico

O preparo das pecas e a confeccdo das laminas histologicas foram realizados na
Unidade de Patologia Experimental do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. O material em
estudo foi descalcificado em solucdo de Acido Nitrico® a 5% durante aproximadamente duas
semanas. Posteriormente a regido correspondente a maxila e mandibula foi removida com
auxilio de lamina de bisturi n°15 e cabo n°3 e inserida e para processamento no plano
sagital. As pecas foram entdo desidratadas, em concentracfes sucessivas de alcool (de 80%
até 100%). Na sequéncia, o material recebeu processamento histoldgico de rotina e para
inclusdo em parafina. Foram realizados cortes em micrétomo, no sentido longitudinal do
longo eixo dos blocos, com espessura de 5um. As laminas correspondentes aos hemicranios
lado esquerdo foram coradas pela técnica de hematoxilina e eosina (HE) e montadas com
balsamo de Canada.

Para os grupos Gl e GII foi realizada anélise de densidade Ossea, selecionou-se a
regido do tecido 6sseo alveolar dos apices distais dos primeiros molares superiores e
inferiores. As imagens foram capturadas numa camera*® acoplada a um microscépio 6ptico™*
e um computador? utilizando o software Qcapture®"*, com aumento de 200 vezes, utilizou-
se 0 equivalente a uma lamina para cada espécime. Para a afericdo de densidade dssea,
utilizou-se o programa Adobe Photoshop CS3 extended (versdo 10.1). Por meio da
ferramenta Rectangular Marquee Tool delimitou-se uma area padronizada de 1500pixel de

comprimento por 1000pixel de largura, posicionada logo ap6s o término da estrutura

° FM GOLD (Acido Nitrico 100%) F.Maia Industria e Comércio Ltda, Cotia, SP, Brasil
1% Olympus® , Qcolor 5, Coolet, RTV.

! Model Lambda LQT 2, ATTO Instruments Co., Hong Kong, China

12 Dell®, Dimension 5150.

13 Versdo 2.81; Quantitative Imaging Corporatio, Inc.; 2005.
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dentéria e fibras periodontais (Figura 12), copiou-se a area selecionada para uma nova
camada, esta regido foi definida como a regiéo de interesse para analise (Figura 13). Com o
comando magic tool, calculado para uma tolerancia de 25, selecionou-se dentro da regido de
interesse apenas a area de tecido mineralizado (TM) excluindo-se 0s espacos
intertrabeculares e vasculares (Figura 14), esta selecdo foi copiada a e colada em uma nova
camada (Figura 15). O valor em pixel gerado para cada imagem foi transportado para o

calculo (de acordo com a formula a seguir) para ser convertido a um valor percentual:
TM x 100 / Regiéo de Interesse = % Tecido Mineralizado

Figura 12: Imagem histolégica da regido apical distal do primeiro molar inferior esquerdo (Gll) HE,
200x. a) Regido de interesse delimitada pela rea tracejada em azul.
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Fonte: Autora (2013).

Figura 13: Area selecionada transferida para novo plano.
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Figura 15: Area selecionada de tecido mineralizado.
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A leitura e interpretacdo das laminas referentes aos grupos GlllI, GIV, GV, GVI foram
realizadas no Centro de Diagnostico das Doencas da Boca (CDDB) na Universidade Federal
de Pelotas (UFPel) supervisionadas pela Patologista Bucal Profa. Dra. Adriana Etges,
utilizando-se um microscépio binocular Olympus CX21 (modelo CX21FS1), com aumento
de 40, 100 e 400 vezes. A regido avaliada em maxila foi referente ao 0sso alveolar no sitio
de realizacdo da extracdo dentaria do primeiro molar superior. Para mandibula avaliou-se a
regido dos &pices dentarios, estendendo-se até terco médio da raiz distal do primeiro molar
inferior onde foi realizado o defeito sobre a coroa dentaria, as ldminas histologicas que
apresentavam raizes com deslocamento de posicao ou ainda as que nao contemplam a regiao
de interesse foram desconsideradas. Foi realizada analise qualitativa, atribuindo-se escores,
conforme protocolo de Sonis (2008), quanto a intensidade de infiltrado inflamatorio, tipo de
infiltrado, vascularizacdo, presenca de necrose éssea, neoformacdo Ossea e reabsorcao
dentaria para maxila e intensidade de infiltrado inflamatério, tipo de infiltrado,

vascularizagdo, presenca de necrose 0ssea e reabsorcdo dentaria para mandibula.

Para analise de infiltrado inflamatério foram estabelecidos os seguintes escores
(Figura 16):  0: Auséncia;
1: Leve (predominio no campo de 1-30%);



51

2: Moderado (predominio no campo de 31-60%);

3: Intenso (predominio no campo de mais de 60%).

Figura 16: Imagens histolégicas de apices radiculares referenciando a escala de escores para infiltrado
inflamatério; a) Auséncia de infiltrado inflamatério (=2); b) Leve infiltrado Inflamatério (=); c)
Moderado infiltrado inflamatd

rio (= ); d) Intenso Infiltrado Inflamatorio (). HE, 200x.
oz A\-' jé?{/”,r > )\-— 7\& P e : 2

./’ﬁ

Tipo de infiltrado inflamatorio:
0: Agudo;
1: Cronico.

Para analise de vascularizacdo do tecido 6sseo alveolar foi determinada de acordo com
a presenca de estruturas com revestimento endotelial de acordo o dominio no campo:
0: Auséncia;

1: Leve (predominio no campo de 1-30%);
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2: Moderado (predominio no campo de 31-60%);
3: Intenso (predominio no campo de mais de 60%).

Para estabelecimento dos escores de necrose 0ssea, neoformacéo dssea e reabsorcdo
dentaria foram estabelecidos o0s seguintes escores:
0: Ausente;

1: Presente.

Os dados obtidos em cada analise foram transferidos para tabelas. Todos esses valores
foram transportados para o programa Microsoft Excel®, inseridos nas tabelas definitivas e

submetidos a andlise estatistica.

4.12 Anélise Estatistica

A andlise estatistica deste trabalho foi realizada através de tabelas, gréficos e testes
estatisticos, com o intuito de verificar se as diferencgas entre 0s grupos com e sem uso de
bisfosfonato, apos consultoria técnica junto ao setor de Epidemiologia e Bioestatistica do
GPPG/HCPA/UFRGS.

Os programas que foram utilizados s&o: software estatistico Statistical Package for
Social Sciences® (SPSS) versdo 17.0 e a planilha eletrdnica do Microsoft Excel®, ambos para
o sistema operacional Windows®.

Para os valores obtidos atraves das analises densidade de niveis de cinza e densidade
Ossea na estrutura alveolar, inicialmente aplicou-se o teste de Shapiro-Wilk para identificar
normalidade de distribuicdo de valores da amostra. Quando a distribuicdo dos dados
apresentava-se normal foi aplicado o Teste T e para comparagdo entre 0s grupos, se a
distribuicdo apresentava-se anormal utilizou-se ainda o Teste ndo-paramétrico Kruskal
Wallis ambos com nivel de significancia de 5% (p<0,05). Para os dados referentes a escores
foi aplicado o teste qui-quadrado no intuito de verificar existéncia de associagao das

variaveis com 0s grupos, com nivel de significancia de 5% (p<0,05).

4.13 Descarte de Materiais

Os residuos em geral tiveram segregacdo e adequacdo aos coletores proprios. O

descarte de residuos quimicos foi feito seguindo as normas do Plano de Gerenciamento de
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Residuos (PGR). Os mesmos foram gerados de forma segura, sendo coletados,
acondicionados, identificados e transportados conforme normas da COSAT (Comissdo de
Salde e Ambiente de Trabalho), que preveem recipientes apropriados para descartes,
identificados pela data inicial do envase, pH final, laboratério de origem, nome dos
responsaveis legal, tipo de residuo quimico sélido ou liquido, assim como a descri¢ao de sua
constituicdo. Os materiais recolhidos foram encaminhados ao Instituto de Quimica da
UFRGS, que destina os residuos para descarte ou reciclagem dos materiais.

Os restos dos animais de experimentacdo foram acondicionados em plasticos brancos
identificados e armazenados em freezer a -20°C especifico da Unidade de Experimentagdo
Animal do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, até o recolhimento semanal pelo setor de
coleta especial para animais conforme normas do HCPA.

As seringas e agulhas foram armazenadas em caixas especificas, adequadas para
material cortante, identificadas e pertencentes a da Unidade de Experimentagdo Animal do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, para posterior recolhimento quinzenal pelo setor de
coleta especial. Os rejeitos tdxicos foram separados em locais especificos e adequados para

posterior recolhimento quinzenal pelo setor de coleta especial.
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5 RESULTADOS

Durante o periodo experimental ocorreu & morte do animal n° 21, pertencente ao grupo
GIV, apo6s inducdo anestésica previamente a realizacdo do procedimento cirurgico, por
conseguinte este animal foi excluido da amostra.

O procedimento de extragdo dentaria do primeiro molar superior apresentou fratura de
apice radicular em grande parte da amostra, uma vez que a anatomia dental mostra-se
complexa com a presenca de cinco raizes divergentes, apresentando uma raiz em posicao
intermediaria bastante delgada (Figura 17).

Figura 17: Vista aproximada do primeiro molar superior do rato. a) Vista sagital; b) Vista dos apices
radiculares.

Fonte: Autora

5.1 Efeito do Acido Zoledronico sobre o Tecido Osseo Alveolar

Realizou-se a comparacgdo entre os grupos teste (GllI) e controle (GI) para avaliacdo da
influéncia do Acido Zoledrdnico sobre o tecido ¢sseo alveolar de ratos.
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Os dados referentes aos valores de niveis de cinza para maxila e mandibula estéo

dispostos integralmente nos apéndices A e B, respectivamente.

Para a regido da maxila a avaliacdo tomografica ndo apontou diferencas significativas

quanto as variaveis (valor maximo NC, valor minimo NC, mediana NC e média NC) entre

0s grupos teste (GII) e controle (GI) conforme tabela 01 (p>0,05). Os dados estdo ilustrados

no gréafico 01 de comparacgdo de médias de niveis de cinza.

Quanto a regido da mandibula os resultados mostraram uma tendéncia a maior

densidade de imagem para o grupo que recebeu a medicagdo (GII) comparada com o grupo

controle (Gl), observada pelo grafico 01 de médias de niveis de cinza. Contudo, os dados

ndo apresentaram significancia estatistica. (Tabela 01).

Tabela 01: Comparacéo entre os grupos Gl e Gll quando as avalia¢des de niveis de cinza (NC) para

maxila e mandibula.

Regido Dado Analisado Média (Desvio p

Padréo)
Gl X Gl

Média de NC 179 (7) X 178(10) 0,902

Maxila Valor Méximo NC 203 (7,1) X 204 (8,2) 0,866

Valor Minimo NC 135 (8,5) X 133 (18,2) 0,797

Mediana 180 (7,9) X 181 (10,4) 0,821

Média de NC 176 (6,2) X 181 (9,2) 0,321

Mandibula Valor M&ximo NC 207 (4,6) X 210 (4,6) 0,174

Valor Minimo NC 94 (18,2) X 105 (15,8) 0,282

Mediana 182 (4,8) X 186 (7,1) 0,275

Nivel de significancia de 5%.
Fonte: Elaborado pela autora (2013).
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Grafico 01: Variacdo entre as médias de niveis de cinza entre os grupos Gl (controle) e Gl (teste).
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Fonte: Elaborado pela Autora (2013).

5.1.2 RESULTADO DA ANALISE HISTOMORFOMETRICA: COMPARACAO ENTRE
OS GRUPOS GI E Gl

Os resultados da avaliacdo de densidade dssea alveolar encontram-se expressos
integralmente no Apéndice C, em dados tabelados com valores percentuais. Para regido de
maxila a média de percentual de densidade déssea para o grupo Gl (controle) foi de 90,2%
com um desvio padrdo de 4,9 e uma média de 93,9% para o grupo GlI (teste) e desvio
padréo de 2,8%, os dados ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05) entre 0s grupos
teste (GII) e controle (GI).

A regido de mandibula manteve-se com resultados semelhantes aos encontrados na
regido de maxila. A média de densidade déssea para o grupo Gl foi de 88,4% com desvio
padrdo de 6,1, enquanto que o grupo Gll a média permaneceu em 93% com desvio padrdo
de 3,9. Submetidos ao teste estatistico ndo apontaram diferencas entre os grupos (p>0,05).

O gréafico 02 demonstra as diferencas entre 0s grupos em ambas as regides maxila e
mandibula para analise quantitativa de densidade 6ssea.

Quanto a andlise descritiva, 0os espécimes pertencentes ao grupo Gll apresentaram
tecido Osseo alveolar mais compacto, com aspecto “marmorizado”. Esta caracteristica
representa um aumento consideravel da densidade, quando comparado ao grupo controle
(GI) (Figura 18).
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Gréfico 01: Mostra as diferencas entre as médias de percentual de tecido mineralizado entre 0s grupos
Gl e Gll nas regides de analise maxila e mandibula.
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Fonte: Elaborado pela autora. (2013).

Figura 18: Imagens histoldgicas do apice radicular do primeiro molar inferior esquerdo, em HE,
200x. a) Tecido 6sseo alveolar bastante vascularizado com caracteristicas de normalidade, Gl
(controle); b)Tecido 6sseo alveolar alterado, observa-se compactagdo 0ssea de caracteristica
“marmorizada”, com diminui¢ao dos espagos de nutri¢do do tecido 0sseo, Gl (teste).

Fonte: Autora (2013).
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5.2 Efeito do Acido Zoledronico sobre o Tecido Osseo Alveolar ap6s Exodontia e

DCCD em Trés Semanas de Terapia.

Realizou-se a comparacéo entre os grupos teste (GIV) e controle (GllI) para avaliacdo
da influéncia do Acido Zoledronico no processo de reparo 6sseo alveolar e resposta
inflamatoria de animais submetidos a terapia por um periodo de trés semanas, prévio aos

procedimentos de exodontia e DCCD.

5.2.1 RESULTADO DA ANALISE TOMOGRAFICA: COMPARACAO ENTRE OS
GRUPOS GlII E GIV

Os dados referentes aos valores de niveis de cinza para maxila e mandibula estdo
dispostos integralmente nos Apéndices A e B, respectivamente.

Para regido da maxila o grafico 03 aponta as diferencas entre 0s grupos quanto as
médias de niveis de cinza, observa-se que o grupo teste (GIV) obteve média menor se
comparado ao grupo controle (GllIl), a tabela 02 demonstra que apesar das diferencas
encontradas no grafico os resultados ndo foram estatisticamente diferentes (p>0,05).

A regido da mandibula exibe dados inversos & regido da maxila, os valores
demonstram a diferencga encontrada entre o grupo (GIV) comparado com o grupo controle
(GI1), que pode ser observada pelo grafico 03 de médias de niveis de cinza, onde a maior
densidade de imagem esteve associada ao grupo GIV. Os dados apontam diferencas
estatisticas com p<0,05 para as variaveis : média (p =0,02), valor minimo (p=0,036) e valor
maximo (p=0,01) (Tabela 02).
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Gréfico 02: Variagdo entre as médias de niveis de cinza entre os grupos GllI (Controle) e GIV
(Teste).
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Fonte: Elaborado pela autora. (2013).

Tabela 02: Comparagéo entre os grupos Glll e GIV quando as avaliages de niveis de cinza para
maxila e mandibula.

Regido Dado Analisado Média (Desvio P
Padrao)
Glll X GIV

Média de NC 183 (6,8) X 178 (8) 0,332

Maxila Valor Maximo NC 206 (4,5) X 201 (9,8) 0,269

Valor Minimo NC 125 (14,1) X 129 (7,7) 0,52

Mediana 187 (6,4) X 182 (8,8) 0,256

Média de NC 181 (6,2) X 188 (2,6) 0,02*
Mandibula Valor Maximo NC 208 (3,9) X 214 (4,5) 0,036*
Valor Minimo NC 99 (7) X 118 (12,8) 0,010*

Mediana 187 (6,1) X 192 (2,7) 0,98

Nivel de significancia de 5% (*)
Fonte: Elaborado pela autora (2013).
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5.2.2 RESULTADO DO ESTUDO HISTOLOGICO: COMPARACAO ENTRE OS
GRUPOS GlII E GIV

Os escores atribuidos aos grupos GllI e GIV, para maxila encontram-se tabelados no
Apéndice D e os dados referentes a mandibula no Apéndice E. Segundo anéalise estatistica

ndo se encontrou associagao entre as variaveis na comparacao entre 0s dois grupos.

5.2.2.1 Anélise Maxilar

Para a regido de maxila os grupos foram comparados quanto ao reparo dsseo alveolar
apos exodontia. Para analise de presenca de infiltrado inflamatério o grupo controle Gllli
(n=6) apresentou apenas um espécime com leve infiltrado inflamatdrio crénico na regido de
primeiro molar superior. Enquanto que no grupo teste GIV (n=7) apenas um animal
evidenciou presenca de infiltrado inflamatdrio moderado cronico.

Quanto a variavel vascularizacdo o grupo controle (GIII) apresentou 83% (5/6) da
amostra com vascularizacdo moderada e 17% (1/6) com vascularizacdo leve. O grupo teste
(GIV) obteve 71% de vascularizacdo moderada (5/7) e 29% (2/7) de vascularizagéo leve.

Todos os animais apresentaram neoformacdo Ossea e reabsorcdo de raizes
remanescentes no local da extragdo dentaria. Nenhum espécime nesses grupos (Gl e GIV)
apresentou necrose 6ssea.

Na analise descritiva histologica p6de-se observar que 0s animais pertencentes aos
grupos teste (GIV) exibiram uma quantidade de tecido conjuntivo fibroso relativamente
maior se comparados ao grupo controle (GlII). Este tecido apresentava-se invaginado sobre
o alvéolo dental ,em consequéncia, ocorreu uma diminuicdo de tecido 6sseo neoformado
(Figura 19). Pode-se observar ainda presenca diminuida de células de origem reabsortiva,

condig&o presente no grupo controle como ilustra a figura 20.
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Figura 19: Imagem histolégica de um espécime pertencente ao grupo GIV. a) Presenca do
remanescente dentario em processo de reabsorcéo, envolvido por tecido conjuntivo fibroso ().
HE, 40x. b) Remanescente dentario visdo aproximada. HE, 200x.

; S & Ll

Fonte: Autora (2013)

Figura 20: Imagem histoldgica de um espécime pertencente ao grupo GllI (controle). Observa-se
presenca de uma célula gigante multinucleada na proximidade do remanescente dentario (= ). HE,
400x.

Fonte: Autora (2013).
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5.2.2.2 Anélise Mandibular

Para a regido da mandibula os grupos foram comparados quanto a resposta
inflamatoria ap6s defeito com broca na coroa dentaria do primeiro molar inferior.

A andlise de presenca de infiltrado inflamato6rio apontou para o grupo controle (Gll1I)
(n=5) um percentual de 20% (1/5) de presenca de leve infiltrado inflamatorio crénico e 20%
(1/5) de moderado infiltrado inflamatorio agudo, 60 % (3/5) ndo apresentaram presenca de
infiltrado inflamatdrio no &pice radicular. Para o grupo teste GIV (n=7) apenas 14% (1/7) da
amostra apresentou infiltrado inflamatério de origem cronica, os demais 86% (6/7) ndo
apresentaram alteracdes de origem inflamatoria no apice radicular distal.

A variavel vascularizacdo apresentou para o grupo controle (GlII) 60% (3/5) da
amostra com vascularizagdo moderada e 40% (2/5) com vascularizagdo intensa. O grupo
teste (GIV) apresentou 86% da amostra com vascularizagdo moderada (6/7) e 14% (1/7)
com vascularizacéo leve.

N&o houve necrose 6ssea em nenhum dos espécimes avaliados na regido de interesse.
Quanto a variavel reabsor¢do dentéria apenas um animal de cada grupo controle (GlII) e
teste (GIV) exibiu tal alteragéo.

A anédlise descritiva histologica, no grupo controle (GIII) revelou uma reacdo
vascular mais exacerbada quando comparada ao grupo teste (GIV). O tecido 6sseo alveolar
do grupo teste (GIV) mostrou-se mais compacto, exibindo menor presenca de estruturas

vasculares e zonas de nutricdo, nas regides onde nao ha reacdo inflamatoria.

5.3 Efeito do Acido Zoledrénico sobre o Tecido Osseo Alveolar ap6s Exodontia e

DCCD em Oito Semanas de Terapia.

Realizou-se a comparacdo entre os grupos teste (GVI) e controle (GV) para avaliacdo
da influéncia do Acido Zoledrénico no processo de reparo 6sseo alveolar e resposta
inflamatdria de animais submetidos a extracdo dentaria e DCCB, em terapia por um periodo
de oito semanas.

52.3 RESULTADO DA ANALISE TOMOGRAFICA: COMPARACAO ENTRE 0OS
GRUPOS GV E GVI.
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A andlise tomogréfica referente a area de maxila evidenciou diferengas entre 0s grupos
que realizaram e que ndo realizaram terapia. O grupo controle (GV) permaneceu com media
de niveis de cinza mais elevada comparado ao grupo teste (GVI) de acordo com o gréafico
04. Os dados demonstraram diferencas significantes em analise estatistica com p<0,05 na
variavel valor minimo de NC (p=0,02) e uma forte tendéncia na varidvel média de NC
(p=0,053). (Figura 21).

Com relacdo a regido mandibular, entre as varidveis (valor maximo NC, valor minimo
NC, mediana NC e media NC) com os grupos controle (GV) e teste (GVI) ndo
demonstraram diferencas estatisticas (Tabela 03). No entanto, o gréfico 04 exibe uma
pequena diferenca entre os grupos com média de NC menor para o grupo teste (GVI) que

esteve em terapia prolongada de Acido Zoledrénico.

Gréfico 03: Demonstra as diferencas entre as médias de percentual de niveis de cinza entre 0s grupos
GV (controle) e GVI (teste) nas regides de analise maxila e mandibula.
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Fonte: Elaborado pela autora (2013).
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Tabela 03: Comparacdo entre os grupos GV e GVI quando as avaliagcBes de niveis de cinza para

maxila e mandibula.

Regido Dado Analisado Média (Desvio P
Padréo)
GV X GVI
Média de NC 188 (4) X 179 (9,9) 0,053<
Maxila Valor Maximo NC 206 (8,7) X 202 (6,2) 0,362
Valor Minimo NC 140 (6,90 X 128 0,02*
(10,4)
Mediana 188 (9,1) X 181 (10) 0,206
Média de NC 181 (7,7) X 178 (5,7) 0,459
Mandibula Valor Maximo NC 212 (2,5) X 210 (5,1) 0,384
Valor Minimo NC 115 (11,8) X 107 153
(7.7)
Mediana 186 (8,1) X 0,36
182,2(4,8)

Nivel de significancia de 5% (*)
Tendéncia a significancia (<)
Fonte: Elaborado pela autora (2013).
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Figura 21: a) Imagem tomografica do hemicranio do grupo teste (GVI), em corte sagital na propor¢ao
de 1:1; b) Imagem em aumento de 200% da regido alveolar de maxila e mandibula observa-se regido
hipodensa em maxila(=), compativel com defeito 6sseo apos extracdo em animal do grupo teste
(GV1); c) Imagem tomogréfica do hemicranio do grupo controle (GV) em corte sagital na proporgédo
de 1:1; d) Imagem em aumento de 200% da regido alveolar de maxila e mandibula observa-se em
maxila raizes residuais cobertas por tecido 6sseo remodelado (=) de um animal do grupo controle
(GV).

Fonte: Autora (2013).

5.2.4 RESULTADO DO ESTUDO HISTOLOGICO: COMPARAGCAO ENTRE OS
GRUPOS GV E GVI
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Os escores atribuidos aos grupos teste (GVI) e controle (GV), para maxila
encontram-se tabelados no Apéndice D e os dados referentes a mandibula no Apéndice E.
Segundo analise estatistica, ndo se encontrou associacdo entre das nenhuma das variaveis e

0s grupos teste (GVI) e controle (GV).

5.2.4.1 Anélise Maxilar

Para a regido de maxila os grupos foram comparados quanto ao reparo 6sseo alveolar
apo6s exodontia. No grupo controle (GV) foi observado apenas em um espécime leve
infiltrado inflamatério crénico (1/7). Ja no grupo teste (GVI), um espécime apresentou
presenca de intenso infiltrado inflamatdrio agudo.

Considerando a vascularizacdo observou-se que o grupo controle (GV) apresentou
43% (3/7) da amostra com vascularizacdo moderada e 57% (4/7) com vascularizagéo leve. O
grupo teste (GVI) revelou 14% de vascularizagdo leve (1/7), 72% de vascularizacéo
moderada (5/7) e 14% de vascularizacao intensa (1/7).

Necrose 6ssea esteve presente em um animal do grupo teste (GVI).

Em ambos os grupos controle (GV) e teste (GVI) os animais apresentaram
neoformacdo dssea. A reabsorcdo de raizes remanescentes no grupo controle (GV) foi de
83% (1/6), e de 100% no grupo teste (GVI).

Na analise descritiva histoldgica pode-se observar que 0s animais pertencentes ao
grupo teste (GVI) demonstraram neoformacdo éssea diminuida. A reabsorcdo e a
substituicdo do tecido dentéario remanescente foram maiores quando comparadas ao grupo
controle (GV). A figura 22 exemplifica o grupo controle (GV) e o grupo teste (GVI). No
grupo teste (GVI) ha presenca de remanescentes dentarios e 0sso necrético associado a

inflamacéo aguda, caracterizando um processo de osteonecrose.
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Figura 22: a) Imagem histoldgica da regido de primeiro molar superior esquerdo do grupo controle
(GV). Observa-se remanescente dentario circundado por tecido em processo de neoformagdo 0ssea
(area delimitada por tracejado azul). HE, 40x; b) Imagem da zona adjacente ao remanescente dentario
ilustrando neoformacéo 6ssea em espécime do grupo GV. HE, 100x; ¢) Imagem histolégica da regido
de primeiro molar superior esquerdo do grupo GVI. Observa-se area de necrose dssea (area delimitada
por tracejado azul). HE, 40x; d) Imagem ilustrando osso necrético em maior detalhe em animal do
grupo GVI. HE, 100x.

Fonte: Autora (2013).

5.2.4.2 Anélise Mandibular

Para a regido da mandibula os grupos foram comparados quanto a resposta
inflamatoria ap6s defeito com broca na coroa dentéria do primeiro molar inferior.
O grupo controle GV evidenciou apenas um espécime com presenca de leve
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infiltrado inflamatério crénico 25% (1/4), os demais ndo apresentaram infiltrado
inflamatorio 75% (3/4). O grupo teste GVI apresentou intenso infiltrado inflamatorio agudo
60% (3/5) e os demais 40% (2/5) auséncia de processo inflamatorio.

Tratando-se da vascularizagdo, o grupo controle (GV) apresentou vascularizagao
moderada em 80% (3/4) e vascularizacdo leve em 20% (1/4). No grupo teste (GVI) foi
observada vascularizagdo moderada (n=5).

Necrose 0ssea foi observada em dois espécimes do grupo teste (GVI). Esta condicao

ndo foi observada no grupo controle (GV).

A reabsor¢do dentéria esteve presente em 80% (4/5) da amostra do grupo teste (GVI)
em comparacéo a 25% (1/4) da amostra do grupo controle (GV).

Na andlise descritiva observou-se em alguns espécimes do grupo teste (GVI) zonas
intensas de fibrose e areas de necrose associadas a processo inflamatorio agudo préximo a
regido de furca, frequentemente fraturada. A figura 23 mostra a regido do primeiro molar
inferior onde foi realizado defeito com broca sobre a coroa dentéria nos grupos controle
(GV) e teste (GVI). Observa-se que nas imagens pertencentes ao grupo controle (GV) ha
presenca de tecido fibroso e inflamacéo crénica associada. O grupo teste (GVI) apresentou
reabsorcdo do tecido dsseo interradicular e consequente processo de substituicdo, revelou

ainda um processo lento de reabsorcdo e remodelamento 6sseo da zona interradicular.
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Figura 23: a) Imagem histologica da regido de primeiro molar inferior esquerdo do grupo controle
(GV). Observa-se areas de reabsorcdo e neoformagédo do tecido dsseo interradicular (area delimitada
por tracejado azul). HE, 40x; b) Imagem da zona interradicular em processo de remodelagdo dssea em
espécime do grupo GV. HE, 100x; c) Imagem histologica da regido de primeiro molar inferior
esquerdo do grupo GVI. Observa-se tecido 6sseo circundado por intenso infiltrado inflamatério agudo
encapsulando area de o0sso interadicular (area delimitada por tracejado azul). HE, 40x; d) Imagem
ilustrando tecido 6sseo sendo reabsorvido sem neoformacgao em animal do grupo GVI. HE, 100x.

Fonte: Autora (2013).
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5.3 Efeito do Prolongamento da Terapia com Acido Zoledronico sobre o Tecido Osseo
Alveolar ap6s Exodontia e DCCD.

Realizou-se a comparacao entre os grupos GIV e GVI para avaliacdo da influéncia
do tempo de tratamento com Acido Zoledronico no processo de reparo 6sseo alveolar e
processo inflamatdrio apds procedimentos de exodontia e DCCD. Para tanto se comparou o
grupo GIV com o grupo GVI, onde o tempo de tratamento foi de trés e oito semanas

respectivamente.

5.3.1 RESULTADO DA ANALISE TOMOGRAFICA: COMPARACAO ENTRE OS
GRUPOS GV E GVI.

A anédlise dos dados para regido de maxila ndo evidenciou diferencas estatisticas
entre os grupos GIV e GVI, segundo a tabela 04.

Quanto a analise da regido do primeiro molar inferior esquerdo, onde se realizou o
DCCD, os resultados revelam diferencas significativas entre os grupos (p<0,05), o que pode
ser visualizado no gréafico 05. O grupo que realizou tratamento prolongado com Acido
Zoledrénico (GVI) obteve média de NC (p=0,001) e mediana de NC (p=0,001) inferiores

aos resultados do grupo GIV.
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Gréfico 04: Diferencas entre as médias de percentual de niveis de cinza entre os grupos GIV (trés
semanas) e GVI (oito semanas) nas regides de analise maxila e mandibula.

188

186 -

184 -

182 -

H GIV (3 semanas)
180 - B GVI (8 semanas)
178 A
176 A

174 -

172 T 1
Maxila Mandibula

Fonte: Autora (2013).

Tabela 04: Comparacdo entre os grupos GV e GVI quando as avaliagcGes de niveis de cinza para
maxila e mandibula.

Regido Dado Analisado Meédia (Desvio Padrao) p
GIV X GVI

Média de NC 178 (8) X 179 (9,9) 0,898

Maxila Valor Maximo NC 201 (9,8) X 202 (6,2) 0,776
Valor Minimo NC 129 (7,7) X 128 (10,4) 0,755

Mediana 182 (8,8) X 181 (10) 0,89
Media de NC 188 (2,6) X 178 (5,7) 0,001*

Mandibula Valor Maximo NC 214(4,5) X 210 (5,1) 0,136
Valor Minimo NC 118 (12,8) X 107 (7,7) 0,076
Mediana 192 (2,7) X 182,2(4,8) 0,001*

Nivel de significancia de 5% (*)
Tendéncia a significancia (<)
Fonte: Elaborado pela autora (2013).
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5.3.2 RESULTADO DO ESTUDO HISTOLOGICO: COMPARACAO ENTRE OS
GRUPOS GIV E GVI

5.3.2.1 Anélise Maxilar

Quanto & andlise de escores atribuidos para a maxila, ndo houve diferencas
estatisticas na comparacdo de associacdo das variaveis e os grupos GIV e GVI. A presenca
dos infiltrado inflamatorio foi semelhante nos dois grupos. A vascularizagdo mostrou-se
levemente mais intensa no grupo GVI, conforme apéndice D. Os eventos que permearam
ambos 0s grupos que receberam a medicacdo foram semelhantes. Contudo o grupo GVI
apresentou exacerbacdo dos fendmenos, tendo sido observado em um dos espécimes
caracteristicas histoldgicas compativeis com osteonecrose.

Diminuicao de células de origem reabsortivas foi uma observacdo comum para 0s

dois grupos (GIV e GVI) adquirindo a estes um padrao de tecido 6sseo mais compacto.

5.3.2.2 Anélise Mandibular

A analise mandibular demonstrou diferencas mais expressivas entre 0s grupos do que
os resultados da maxila. Processo inflamatério agudo foi observado no grupo GVI de forma
mais intensa do que no grupo GIV.

Areas necréticas foram observadas em dois espécimes do grupo GVI, enquanto que
no grupo GIV a condicdo ndo foi observada. A reabsorcdo dentaria foi mais presente no
grupo GVI em comparagao ao grupo GIV. A vascularizacdo foi semelhante entre 0s grupos.

Na analise descritiva 0 grupo GIV apresentou resposta inflamatoria frente a agressao
causada pelo defeito na coroa dentaria. No grupo GVI a resposta inflamatdria pareceu
diminuida, com aparecimento de zonas de necrose, reduzida reabsorcao, neoformacéo dssea

em regido de furca e éreas de fibrose foram predominantes.



73

6 DISCUSSAO

A osteonecrose da arcada 6sseo-dentaria por uso de bisfosfonatos € um efeito
adverso ao uso do farmaco e ndo uma complicacdo, como muitos autores assim a
classificam. Para a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), a reacdo adversa é descrita como
“uma resposta nociva e ndo intencional ao uso de medicamento e que ocorre em doses
normalmente utilizadas em seres humanos para a profilaxia, diagnostico ou tratamento de
doengas” (OMS,1972). Admite-se que uma complicacdo esteja relacionada a novos eventos
morbidos na evolucdo de uma determinada enfermidade.

Portanto, a osteonecrose dos maxilares por bisfosfonatos deve ser entendida como
uma condicdo distinta da osteomielite dos maxilares que é caracterizada por um processo
inflamatdrio originario de infeccBes bacterianas ou fungicas. Processos infecciosos
ocasionais na osteonecrose da arcada 6sseo-dentaria por bisfosfosnatos caracterizam-se por
complicagdes advindas da condigdo clinica causada pelo uso da medicacéo.

Considerando que a osteonecrose da arcada ésseo-dentaria associada aos
bisfosfonatos comumente é precedida por um evento desencadeador, nesse estudo foram
realizados dois procedimentos invasivos distintos, a extracdo dentaria em maxila e o defeito
com broca sobre a coroa dentaria em mandibula. Marx (2005) relatou que o evento prévio
mais frequente € a extracdo dentaria (37,8%) seguida pela doenca periodontal (28,6%).

A anatomia radicular dentéria do rato, tendo o primeiro molar superior composto
por cinco raizes divergentes, foi um fator complicador do procedimento de exodontia. Nesta
fase experimental ocorreram fraturas de apices radiculares. A impossibilidade de acesso para
remocao e a permanéncia de fragmentos radiculares esteve presente em todos os grupos, fato
este ndo considerado como um fator de diferenciacdo entre os mesmos. O defeito gerado
sobre a coroa dos primeiros molares inferiores mimetizou alteracGes pulpares e processos
inflamatdrios no periapice semelhantes aos originados pela doenca cérie.

Para a mandibula, a area associada a regido de furca dentéria, exibia
frequentemente, processo inflamatdrio agudo. Todavia, ndo pdde ser considerada como uma
area de interesse devido as fraturas dentarias originarias do defeito causado pela broca nas
coroas dentarias, fato que ndo permitiu a padronizacdo. Definiu-se assim, que a analise dos
grupos GllI, GIV, GV e GVI incluiriam a regido apical, uma vez que essa zona reflete as
alteracdes pulpares.

Foram utilizados neste estudo, como modelo animal, ratos com 60 dias,
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apresentando nesta fase maturidade sexual e musculoesquelética equivalente a de um animal
adulto. Segundo Marx (2005), em seu relato de 119 casos em humanos, o tempo em meédia
para 0 aparecimento de lesbes de osteonecrose dos maxilares induzida pelo uso de
bisfosfonatos, foi de 9,4 meses para aqueles que faziam tratamento pelo uso de Acido
Zoledrénico. O presente estudo realizou inducéo por um periodo de 21 dias nos grupos Gl e
GlIl. Considerando que 16,7 dias para um rato equivalem ao periodo de 12 meses para
humanos estes grupos mimetizaram um tempo de inducédo de 15 meses. O grupo GVI por
consequéncia teria recebido tratamento por trés anos e quatro meses (QUINN, 2005).

Este estudo optou pelo desenvolvimento de um modelo experimental ausente de
doencas ou uso de outras medicacdes, tendo como foco a aplicacdo isolada do Acido
Zoledrdnico em animais sadios. A grande maioria dos trabalhos que utilizam o rato como
modelo experimental para o desenvolvimento da osteonecrose dos maxilares por
bisfosfonato empregam em conjunto ao farmaco de eleicdo (bisfosfonato), drogas com
caracteristicas imunossupressoras ou realizaram o desenvolvimento prévio de doencas
metabolicas (SONIS et al, 2008; Bl et al, 2010; HOKUGO et al, 2010; SASAKI et al, 2010;
ALI-ERDEM et al, 2011). O presente trabalho analisou, exclusivamente, o efeito da
medicacdo sobre o tecido 6sseo alveolar, considerando que o emprego de outras medicacdes
poderia interferir na anlise.

A dose estipulada no presente estudo foi de 0,2mg/kg, semanalmente. Em humanos
a dose usual administrada é de 4mg por infusdo, com intervalos de trés a quatro semanas
entre cada aplicacdo. Considerando-se 70 quilos, 0 peso médio de um paciente, a dose a ser
administrada é de 0,06mg/kg. Para o célculo da dose e seus intervalos nessa pesquisa, 0S
autores levaram em consideracdo as diferencas entre 0 metabolismo 6sseo das duas
espécies. A dose elevada utilizada, quando comparada ao emprego em humanos, justifica-se
diante do metabolismo acelerado e da alta taxa de excre¢do dos bisfosfonatos, caracteristicas
do modelo animal empregado.

A tomografia computadorizada de feixe conico foi eleita como método de anélise
de imagem neste estudo, por tratar-se de um método de rapida aquisicdo, de menor custo e
por reproduzir imagens tridimensionais com pouca distorcdo. As tomografias
computadorizadas de feixe conico realizam a aquisicdo por meio de captura volumétrica e
entdo, recebem cortes de acordo com o plano e espessura pretendidos. Ja na tomografia
computadorizada de feixe em leque ou médicas, a aquisicdo é realizada por seguimentos e

depois reconstruida em volume. Para a avaliacdo desses exames de imagem utilizou-se
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analise baseada nos niveis de tons de cinza da imagem.

Optou-se por ndo utilizar escala Housnfield, pois consideramos que as regides
digitalizadas de mesma densidade no cranio podem possuir valores diferentes em tons de
cinza quando reconstruida por uma tomografia de feixe conico. Ao contrario do trabalho
desenvolvido por Cankaya e colaboradores (2011), que realizou tomografia
computadorizada de feixe conico para analise do tecido 6sseo alveolar de ratos submetidos a
terapia com Acido Zoledronico e apresentou seus dados utilizando a escala desenvolvida por
Hounsfield Hounsfield e Ambrose (1973). Considerando que o valor de imagem de um
voxel de um érgdo depende da sua posi¢do na imagem de volume, ele apresenta valores
diferentes de Unidade Hounsfield (HU) para estruturas semelhantes dos tecidos désseo e
mole em diferentes areas do volume digitalizado (SWENNEN; SCHUTYSER, 2006).

Para o estudo histologico utilizou-se inicialmente, para os grupos Gl e Gll analise
histomorfométrica para avaliacdo da densidade Ossea presente na regido de apice radicular
tanto em maxila quanto em mandibula. Optou-se por ndo realizar analise de processo
inflamatdrio visto que, estes grupos nao apresentaram procedimento cirargico associado. A
regido do apice radicular foi selecionada por apresentar isolamento de fatores externos
associados a cavidade bucal.

O presente trabalho observou alteragdo no padrdo de tecido dsseo alveolar com
aumento de niveis de cinza e densidade 6ssea alveolar associada ao grupo em terapia (GlI)
qguando comparado ao grupo controle (GI). A compactacdo Ossea observada advém
principalmente da esperada inativacdo osteoclastica, causada pelo potente mecanismo de
acdo da medicagdo e por sua grande afinidade ao tecido ésseo, aspecto ja observado em
fémures na revisdo de Russel e colaboradores (2008). Aqui comprovamos que a alteracao
estende-se também ao complexo maxilo-mandibular. A compactacdo Gssea associada a
diminuicdo de vasos sanguineos resulta em deficit nutricional das células que compdem o
tecido Gsseo.

Alteragdes no remodelamento 6sseo alveolar em maxila nos grupos em terapia (GIV
e GVI), apds exodontia do primeiro molar superior foram observadas neste trabalho. O
procedimento cirargico foi realizado sobre as estruturas modificadas pela administragdo do
medicamento previamente a extracao. Esta condicdo modificou e atrasou as fases iniciais do
reparo 0sseo. A compactacéo 6ssea e diminuicdo do aporte sanguineo prejudicou a migragédo
de células endoteliais, ocasionando supressdo da angiogénese, como ja relatado por

Kobayashi e colaboradores (2010) e Bi e colaboradores (2010). Ausente de suprimento
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vascular, a migragdo de células inflamatdrias para o alvéolo torna-se dificultada, bem como
a organizacdo do coagulo e substituicdo por uma rede de fibrina que fornecera suporte para o
processo de reparo. Prejuizos a estas etapas geram lentiddo na formacdo da nova matriz
0ssea e susceptibilidade a infecgdes.

A osteonecrose induzida por bisfosfonato foi observada no grupo teste (GVI) com
oito semanas de terapia. O aumento da vascularizacdo associado a esta condi¢do é
decorrente do intenso processo inflamatério agudo instalado, em concordancia com 0s
achados de Bi e colaboradores (2010), os quais relataram condi¢des semelhantes em periodo
de observacdo mais prolongado.

A avaliacdo da area alveolar, neste estudo, foi realizada aos 56 dias pds-extracdo
dentaria. Periodo este, estendido quando comparado a outros estudos (SONIS et al, 2008;
CONTE NETO et al, 2013). No periodo de cinco semanas pos-cirargicas ulceracdo epitelial
estava ausente. Porém, alteragBes no reparo 6sseo como necrose e presenca de infiltrado
inflamat6rio aumentado foram observadas.

A intensa presenca de fibras coldgenas e diminuicdo de células reabsortivas,
caracteristicas da modificacdo e atraso do reparo d6sseo alveolar foi uma constante para
ambos os grupos teste (GIV e GVI). A auséncia de matriz 6ssea organizada e presenca de
epitélio hiperplasico invaginado sdo achados representativos, de acordo com Miloro (2008),

de atraso no reparo 6sseo alveolar.

Alterac6es na capacidade reacional dos tecidos de suporte dentario foram observadas
apos defeito com broca sobre a coroa dentaria nos primeiros molares inferiores, em
mandibula. Acredita-se que a continuada deposicdo de tecido mineralizado, ausente de
remodelagdo osteoclastica e diminuicdo do aporte sanguineo conferiu ao grupo teste de trés
semanas (GIV) niveis de cinza mais elevados em comparacgéo ao grupo controle (GlII).

A manutencdo da terapia por oito semanas (GVI) provocou um quadro bastante
distinto, onde os niveis de cinza apresentaram-se diminuidos. Houve formacao de zonas de
necrose, acompanhadas por processo inflamatério agudo. O aumento de citocinas advindas
do processo inflamatorio possivelmente contribuiu para a manutencdo do quadro. O
processo reacional dos tecidos de suporte dentario, na regido onde foi realizado o defeito
oclusal com broca, permaneceu retardado no grupo que fez o uso da medicacdo (GVI)
comparado ao grupo controle (GIII).

Neste estudo, as cristas alveolares dos molares inferiores dos grupos teste (GIV e

GVI) também apresentaram pouca remodelagdo em comparagdo com 0s grupos controle
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(GIll e GV). O processo de reabsor¢do 6ssea em mandibula nestes grupos alterou nédo
somente a funcdo osteocléstica, mas também sugeriu alteragdo na deposicdo Ossea. Tais
observacOes ja descritas em estudos in vitro revelam alteracdes celulares provocadas por
bisfosfonatos em outras estruturas que ndo osteoclastos (ROELOFS; THOMPSON;
GORDON; ROGERS, 2006). Sugere-se que h& alteracdes nos mecanismos de sintese
osteobléstica causada pelo medicamento, tal fato deve ser mais profundamente investigado.
Diante deste fato, e nas condi¢cdes metodologicas aplicadas neste estudo, 0 seguimento da
terapia por uso de bisfosfonato frente a um procedimento invasivo odontolégico, foi

considerado um agravante para o desenvolvimento do quadro de osteonecrose.



78

7 CONCLUSAO

O Acido Zoledrénico, isoladamente, retardou o reparo 6sseo alveolar apos extragio
dentaria no grupo que realizou terapia continuada por oito semanas (GVI) em comparagédo
ao grupo controle (GV), com diminuicéo dos niveis de cinza e alteragdes histologicas.

A manutencdo da terapia com uso de bisfosfonato nitrogenado, apds procedimento de
exodontia, acentuou e agravou a capacidade de reparo 0sseo alveolar.

A terapia com Acido Zoledronico pareceu alterar a densidade do tecido 6sseo alveolar
na auséncia de procedimento invasivo.

O Acido Zoledronico diminuiu a capacidade reacional dos tecidos de suporte dentario,
apresentando niveis de cinza mais elevado no grupo teste (GIV) comparado ao grupo
controle (GV).

O modelo experimental proposto neste estudo foi capaz de desenvolver alteragdes no
tecido 0sseo alveolar de ratos por meio de terapia por Acido Zoledrdnico.
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Anexo A: Termo de aprovacéo de projeto pela Comissao de Etica no uso de animais.
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Anexo B: Autorizacdo para o uso das dependéncias da clinica Faciem3D

DECLARACAO

Declaro para os devidos fins que a Faciem 3D Diagndstico por Imagem LTDA se
responsabiliza em seguir rigorosamente o protocolo da metodologia proposta no projeto de pesquisa
intitulado TERAPIA POR BISFOSFONATO NITROGENADO: AVALIACAO EM RATOS DA ESTRUTURA
ALVEOLAR. — desenvolvido pela pesquisadora C.D. Viviane Neves Pacheco com orientagdo da Profa.

Dra. Deise Ponzoni e que é parte dos requisitos para o Curso de Mestrado em Clinica Odontoldgica /
Cirurgia e Traumatologia Buco-maxilo-faciais do Programa de Pés-Graduagdo em Odontologia da
UFRGS.

A Faciem 3D Diagnostico por Imagem LTDA autoriza que sejam realizados os exames para
tanto solicitados pelo pesquisador, se comprometendo a resguardar a confidencialidade, o sigilo, a
privacidade, a protecdo das imagens, garantindo a utilizacdo e/ou veiculagdo apenas aos envolvidos
diretamente na pesquisa.

O orcamento dos servicos a serem prestados para fins da referida pesquisa é de RS

1.680,00 (Mil seiscentos e oitenta reais).

Profa. Dra. Helena Willhelryde Oliveira

Sécia Gerente da Faciem 3D Diagnéstico por Imagem LTDA
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Apéndice A: Tabela com dados da analise tomografica e niveis de cinza da maxila.

1 3,7
2 3,7
3 3,7
4 3,7
5 3,7
6 3,7
7 3,7
Média
8 3,7
9 3,7
10 3,7
11 3,7
12 3,7
13 3,7
14 3,7
Média
15 3,9
16 3,9
17 3,9
18 3,8
19 4,0
20 3,9
Média
21
22 3,7
23 3,7
24 3,6
25 3,6
26 3,7
27 3,6
28 3,6
Média
29 3,7
30 3,7
31 3,7
32 3,8
33 3,7
34 3,6
35 3,8
Média
36 3,7
37 3,8
38 3,6
39 3,6
40 3,8
41 3,6
42 3,7
Média

170,95
185,60
183,82
173,85
186,75
171,07
181,15
179,03
184,31
171,62
166,42
170,87
194,68
186,12
175,09
178,44
189,16
188,90
184,06
185,18
172,82
176,03
182,69

175,47
183,14
191,11
172,69
185,16
170,42
171,33
178,47
189,03
187,20
190,08
183,29
188,76
194,21
182,4
187,85
176,57
179,45
186,45
185,84
177,99
158,99
188,48
179,11

13,17
13,20
16,60
10,35
15,10
10,01
12,27
12,96
15,34
12,03
11,98
16,22
11,56
13,86
20,26
14,46
14,92
10,75
14,59
19,46
17,81
20,71
16,37

13,62
15,63
17,80
18,79
9,80
15,98
9,25
14,41
11,68
14,12
11,77
18,36
12,72
12,04
11,21
13,13
15,69
14,09
16,77
11,95
14,21
16,61
13,66
14,71

136
139
125
149
128
138
127
134,57
122
131
138
117
154
157
109
132,57
132
151
114
121
117
116
125,17
Animal excluido
128
130
132
115
134
126
140
129,29
145
135
148
131
134
147
143
140,43
118
145
116
135
126
121
133
127,71

198
210
210
197
210
193
202
202,86
207
193
197
197
214
213
204
203,57
208
207
207
210
197
206
205,83

200
212
215
196
202
190
190
200,71
208
205
208
209
192
220
199
205,86
203
204
206
204
195
192
210
202,00

169
188
185
174
188
172
182
179,71
187
173
165
175
196
186
184
180,86
193
190
188
192
177
181
186,83

176
184
198
180
187
175
172
181,71
192
192
192
188
169
197
185
187,86
178
179
190
186
183
161
190
181,00

areas
diferentes
em funcéo
das raizes
residuais

areas
diferentes
em funcéo
das raizes
residuais

areas
diferentes
em funcéo
das raizes
residuais

areas
diferentes
em funcéo
das raizes
residuais

Fonte: Autora (2013).



Apéndice B: Tabela com dados da analise tomografica e niveis de cinza da mandibula.

1
2 8,07
3 8,07
4 8,07
5 8,07
6 8,07
7 8,07
Média
8 8,07
9 8,07
10 8,07
11 8,07
12 8,07
13 8,07
14 8,07
Média
15 8,07
16 8,07
17 8,07
18 8,07
19 8,07
20 8,07
Média
21
22 8,07
23 8,07
24 8,07
25 8,07
26 8,07
27 8,07
28 8,07
Média
29 8,07
30 8,07
31 8,07
32 8,07
33 8,07
34 8,07
35 8,07
Média
36 8,07
37 8,07
38 8,07
39 8,07
40 8,07
41 8,07
42 8,07
Média

177,26
180,59
181,54
165,73
182,68
170,62
178,16
176,65
171,38
178,42
166,94
188,14
189,89
190,38
182,05
181,03
187,68
185,56
177,47
182,06
170,94
184,78
181,42

187,87
186,43
184,57
188,43
186,39
192,27
190,65
188,09
186,61
180,35
182,30
166,43
191,34
179,19
179,27
180,78
181,29
178,70
183,16
167,40
175,57
175,89
184,01
178,00

20,08

96

20,96 103
20,68 108
30,58 59
17,85 111
22,74 82
18,61 102
21,64 94,43
24,73 94
26,87 91
27,27 84
18,19 108
15,75 119
14,28 128
18,73 109
20,83 104,71
19,16 100
17,35 108
18,60 105
18,61 100
23,66 96
26,45 88
20,64 99,50
Animal excluido
20,81 105
16,20 120
25,52 103
16,71 110
15,98 129
14,57 120
12,4 138
17,46 117,86
19,27 131
21,42 104
21,00 107
27,29 103
15,18 131
18,30 114
22,47 115
20,70 115,00
16,38 104
20,84 114
21,73 96
28,13 102
16,72 118
17,19 103
18,63 111
19,95 106,86

211
213
202
210
203
202
206,71
207
215
203
212
215
213
207
210,29
208
213
207
203
206
213
208,33

215
215
213
211
223
212
209
214,00
214
210
213
215
213
210
208
211,86
205
218
212
207
207
205
215
209,86

87

182
187
185
174
187
178
183
182,29
177
185
176
192
192
193
187
186,00
193
190
184
188
177
193
187,50

193
189
193
193
188
196
193
192,14
191
186
187
170
196
182
188
185,71
185
181
190
177
177
180
186
182,29

Fonte: Autora (2013).
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Apéndice C: Tabela com dados referentes a analise histomorfométrica dos grupos Gl e

Gll

Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gll
Gll
Gll
Gll
Gll
Gll
Gll

Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gll
Gll
Gll
Gll
Gll
Gll
Gll

© 00 N O Ol b WDN -

R e N T
A WM RO

© 00 N O Ol WD -

N N
> W N BRFR O

81,5
93,9
91,9
90,0
96,5
86,7
90,7
95,0
91,6
97,7
95,6
90,4
90,9
95,9

93,1
86,0
78,8
93,7
96,4
84,8
86,6
87,1
96,8
94,4
91,3

DP

DP
95,8

DP: Dado Perdido;
Fonte: Autora (2013).
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Apéndice D: Tabela com dados referentes a analise histologica da maxila

15 0 98 1 0 1 1
16 1 1 2 0 1 1
17 0 98 2 0 1 1
18 0 98 2 0 1 1
19 0 98 2 0 1 1
20 0 98 2 0 1 1
21 99 99 99 99 99 99
22 0 98 2 0 1 1
23 0 98 2 0 1 1
24 2 1 1 0 1 1
25 0 98 2 0 1 1
26 0 98 2 0 1 1
27 0 98 2 0 1 1
28 0 98 1 0 1 1
29 0 98 1 0 1 0
30 0 98 1 0 1 1
31 0 98 2 0 1 1
32 0 98 1 0 1 1
33 1 1 1 0 1 1
34 0 98 2 0 1 1
215 0 98 2 0 1 98
36 0 98 2 0 1 1
37 0 98 2 0 1 1
38 0 98 2 0 1 1
< 0 98 2 0 1 1
40 0 98 2 0 1 1
41 3 0 3 1 1 1
42 0 98 1 0 1 1
Dado ndo aplicavel (98)
Dado perdido (99).

Fonte: Autora (2013).



Apéndice C: Tabela com dados referentes a andlise histoldgica da mandibula.

15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
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Dado ndo aplicavel (98)
Dado perdido (99).
Fonte: Autora (2013).



