PONTIFiCIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ODONTOLOGIA
NIVEL: DOUTORADO
AREA DE CONCENTRAGCAO: ENDODONTIA

JULIANO BUSETTI

AVALIAGAO HISTOLOGICA E HISTOMORFOMETRICA DA REGENERAGAO
OSSEA GUIADA SOB MEMBRANAS BIOLOGICAS NAO REABSORVIVEIS EM
RATAS OSTEOPOROTICAS COM E SEM TRATAMENTO COM ACIDO
ZOLEDRONICO

Porto Alegre
2015



JULIANO BUSETTI

AVALIAGAO HISTOLOGICA E HISTOMORFOMETRICA DA REGENERAGAO
OSSEA GUIADA SOB MEMBRANAS BIOLOGICAS NAO REABSORVIVEIS EM
RATAS OSTEOPOROTICAS COM E SEM TRATAMENTO COM ACIDO
ZOLEDRONICO

Tese apresentada ao Programa de Pdés-Graduacéao
em Odontologia da Pontificia Universidade Catdlica
do Rio Grande do Sul como requisito para obtengéo
do titulo de Doutor em Odontologia, na area de
concentragcdo de Endodontia.

Orientador: Prof. Dr. José Anténio Poli de Figueiredo

Porto Alegre
2015



JULIANO BUSETTI

AVALIAGAO HISTOLOGICA E HISTOMORFOMETRICA DA REGENERAGAO
OSSEA GUIADA SOB MEMBRANAS BIOLOGICAS NAO REABSORVIVEIS EM
RATAS OSTEOPOROTICAS COM E SEM TRATAMENTO COM ACIDO
ZOLEDRONICO

Linha de Pesquisa: Enfermidades da Regiao
Bucomaxilofacial - estudos clinicos, imunoldgicos e
anatomo-patolégicos

Tese apresentada ao Programa de Pdés-Graduagéao
em Odontologia da Pontificia Universidade Catdlica
do Rio Grande do Sul como requisito para obtencgéo
do titulo de Doutor em Odontologia, na area de
concentragcdo de Endodontia.

Aprovado em: de de

Banca Examinadora:

Profa. Dra. Renata Cimodes

Profa. Dra. Marilene Issa Fernandes

Prof. Dr. Guilherme Genehr Fritscher

Profa. Dra. Nicole Radhe



DEDICATORIA

As escolhas de uma vida s&o o reflexo de nossas bases. A intensidade destas
escolhas € o resultado da maneira como encaramos a vida. Eu dedico esta tese,
primeiramente, aos meus pais, Antenor e Virginia, por terem me dado, através de seu
amor, carater e muita dedicagdo a minha base de bons exemplos e harmonia familiar.

Aos meus irm&os e sobrinhos, Luciana, Marco, Jodo Pedro, Rodrigo e Rafael,
por torcerem sempre por mim e por fazerem parte das minhas conquistas. Adiciono
aqui, na condicdo de amor de irm&o de coracgao, a amiga Renata Cimdes e sua familia,
com quem compartilhei a experiéncia de morar e estudar fora do pais. Apesar da
distancia geografica, seguimos perto de coragéao.

Aos meus amigos, por, apesar de eu estar um tanto afastado, vibrarem comigo
cada momento e por serem compreensivos da minha auséncia.

Ao Carlos, por ter me dado a chance de fugir dos caminhos tradicionais e de
evoluir em aspectos que sozinho seria muito dificil de acontecer. Ao carinho da Luciane
e da Camila, que se tornaram parte da minha familia.

Por fim, aos meus familiares que sempre torceram muito por mim e a Hira, minha

avo, que tanta falta me faz.



AGRADECIMENTO ESPECIAL

A Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
agradegco a todos os anos nos quais fui acolhido nesta que € uma das melhores
faculdades de odontologia do Brasil. Tive o prazer de conviver com professores,
funcionarios e colegas que deixaram excelentes lembrangas da minha graduac&o. A
Faculdade de Odontologia da PUC/RS pela oportunidade de ter sido aluno de mestrado
e doutorado, tendo minha bolsa provida por esta universidade durante todos estes
anos.

A disciplina de periodontia da UFRGS, que me deu boas licdes e guiou-me neste
mundo da odontologia baseada em evidéncias. Sem sombra de duvidas minha busca
pelo conhecimento e pela exceléncia no ensido parte dos ensinamentos de vocés. Em
especial a Dra. Marilene Issa Fernandes, minha orientadora enquanto aluno de pos-
graduagdo em Periodontia, muito obrigado.

Ao curso de especializagdo em Implantodontia da ABO/RS, coordenado, na
época, pelo Prof. Dr. Waldemar Daut Polido registro a imensa gratiddo por terem me
ensinado as técnicas que hoje, através desta tese, aprofundei em conhecimento
tedrico. Bons amigos eu fiz, como as colegas Mirela Starhan, Leticia Costi e o colega
Carlos Augusto Accorsi Riberito. Ao Dr. Waldemar que me apresentou as possibilidades
de buscar uma residéncia clinica e de pesquisa, no exterior, além de abrir as portas de
sua clinica para que eu o auxiliasse, durante os anos em que era seu aluno. Com
certeza me ajudou a conquistar um dos meus maiores sonhos, o de estudar em uma
universidade fora do pais.

Ao Dr. José Antonio Poli de Figueiredo e a Dra. Maria Antbnia Zancanaro de
Figueiredo por terem confiado em mim, sendo meus orientadores e me guiando para
que eu tivesse chances de conseguir uma bolsa de estudos e partir para a University
College of London, no Eastman Dental Hospital. Fig! Podes n&o saber, mas estes nao
foram anos faceis, porém os melhores da minha vida.

Aos Drs. Nikolaos Donos e Nikos Mardas, meus orientadores e mestres do
Eastman Dental Hospital, um obrigado pelo acolhimento enquanto em Londres e pelo
conhecimento compartilhado.



AGRADECIMENTO AOS COLABORADORES

Ao INTOX (Instituto de Toxicologia da Faculdade de Farmacia da PUC/RS),
obrigado por me emprestarem suas dependéncias assim como pela assisténcia
prestada para que minha pesquisa fosse executada com qualidade. Agradeco as
cirurgids-dentistas Bruna Germani e Bruna Ratzkowski que, na época da execugao
desta pesquisa, eram alunas de odontologia e me auxiliaram tanto na execugéo dos
experimentos como no cuidado com os animais.

Ao técnico Tiago Giuliani agradego pela elaboracdo e processamento das
diversas laminas de microscopio utilizadas para que chegassemos aos resultados aqui
apresentados. Sempre prestativo e disponivel, me surpreendeu pela cordialidade com
que me atendeu. Ao laboratorio de Patologia da Faculdade de Odontologia da PUC/RS
que me emprestou suas dependéncias e equipamentos para registro das imagens
histologicas.

Aos funcionarios da secretaria de pdés-graduacao da Faculdade de Odontologia
da PUC/RS agradeco pela paciéncia em me assistirem nas mais diversas duvidas.

Ao Médico Veterinario Luciano Trevisan pela elaboracdo e fornecimento das
ragdes hipocalcicas utilizadas nesta pesquisa.

Ao Dr. Luis André Mezzomo e a Dra. Roberta Kochenborger Scarparo, membros
deste grupo de pesquisa, muito obrigado pelo apoio clinico e tedrico na elaboragédo do
trabalho de pesquisa aqui apresentado.



RESUMO

Regeneracao de tecido 6sseo perdido pode ser alcangcada de forma previsivel
utilizando-se o conceito de Regeneragdo Ossea Guiada (ROG). O desenvolvimento
deste conceito é baseado na observacéo de que para realizar a regeneragédo de um tipo
de tecido, células especificas, com habilidade de regenerar este tecido
especificamente, devem repopular a ferida. Quando ROG foi utilizada para regeneragao
de varios tipos de defeitos 6sseos, o isolamento destes, com o uso de barreiras fisicas
reabsorviveis e nao reabsorviveis, as membranas, resultou em uma cicatrizagao
previsivel através da formacao de novo tecido dsseo. Atualmente, o principio de ROG é
usado para o tratamento de varias situagdes clinicas na odontologia, com ou sem 0 uso
associado de implantes dentarios.

Osteoporose é a doenga Ossea crdonica mais prevalente e pode interferir na
cicatrizagdo de procedimentos regenerativos. O aumento na expectativa de vida da
populagdo resulta em um maior numero de pacientes idosos indicados para
regeneragcdo oOssea e implantes dentarios. Considerando que a osteoporose esta
relacionada com fatores como idade, menopausa e uso cronico de alguns tipos de
farmacos, a prevaléncia desta doenga € alta. Protocolos regenerativos devem ser
postulados levando-se em conta esta categoria de pacientes. Porém, limitada evidéncia
cientifica sugere que osteoporose pode influenciar negativamente a cicatrizagdo éssea
assim como a osseointegragdo de implantes dentarios. Somado a doenga, o uso de
drogas para prevengéao e tratamento da osteoporose pode influenciar na cicatrizagao de
procedimentos regenerativos.

Bisfosfonatos (BF) s&o os farmacos mais utilizados para tratamento da
osteoporose. A droga age na inibicdo da reabsorcdo Ossea através da sua agao
principalmente sobre os osteoclastos. Dentre os BF existentes comercialmente, o acido
zoledrénico (AZ) é reconhecidamente o mais potente de todos.

Sendo assim, o primeiro artigo desta tese buscou criar condi¢des de osteoporose
em ratas e, nestes animais, procedimentos regenerativos foram feitos comparando
amostras com e sem osteoporose assim como com e sem 0 uso de AZ. Para avaliar
ROG, defeitos criticos (CSD) foram feitos na calvaria dos animais. Membranas n&o

reabsorviveis microporosas de teflon foram utilizadas para ROG em animais saudaveis,



osteoporéticos e osteoporadticos tratados com AZ. Quarenta e oito ratas Wistar, com 6
meses de idade, foram incluidas no estudo. Osteoporose experimental foi induzida
através de ovariectomia (OVX) associada a dieta hipocalcica em 32 animais. Dezesseis
ratos OVX receberam uma dose unica de AZ (OZ) enquanto as outras 16 ratas
osteoporéticas n&o receberam tratamento (O). Os demais 16 animais foram submetidos
a cirurgia controle, onde os ovarios nado foram removidos, sendo considerado o grupo
controle (C). Seis semanas apés a indugéo da osteoporose, o grupo OZ recebeu uma
dose unica de AZ. Apés mais uma semana (7 semanas apés OVX), dois CSD de 5 mm
foram feitos, bilateralmente, nos ossos parietais, sendo que um destes defeitos foi
tratado com duas membranas, uma instalada internamente ao defeito, sobre a dura
mater, e outra na porcao externa. Os periodos de cicatrizagdo de ROG foram de 30 e
60 dias para cada grupo. Avaliagdo da formagao de tecido 6sseo (NBF) foi feita atraves
de analise histologica qualitativa e quantitativa. Diferengas entre as médias entre os
grupos (O, OZ e C), o uso de membranas assim como o periodo de observagao (30 e
60 dias) foram analisados através de ANOVA para cada variavel. Quando uma
diferenga estatistica era identificada entre as médias, o teste pés hoc Bonferroni foi
utilizado. Os resultados mostraram que o tratamento com AZ (p=0,001) e o uso de
membranas (p=0,000) aumentaram significativamente a quantidade de tecido 6sseo
regenerado e que a presenga de osteoporose pode ter reduzido a formagédo de novo
osso (p=0,028).

Palavras-Chave (DeCS): Regeneragdo Ossea Guiada. Acido Zoledrénico. Ratas.

Osteoporose.



ABSTRACT

Regeneration of lost tissues can be obtained in a predictable way by using the
Guided Bone Regeneration (GBR) concept. The development of such concept is based
on the observation that to regenerate a certain type of tissue, specific cells with the
ability to reconstruct such kind of tissue must repopulate the wound. GBR was applied to
heal different type of bone defects and the isolation of it by using resorbable and non-
resorbable membranes resulted in a predictable healing through the formation of new
bone. Nowadays the GBR concept is used for the treatment of multiple clinical situations
in dentistry, even with dental implants.

Osteoporosis is the most common chronic bone disease and may interfere in the
healing of regenerative procedures. The increase in life expectancy results in a larger
number of elderly patients referred for bone regeneration and dental implants.
Osteoporosis is associated with aging, menopause and chronic use of some types of
drugs. Regenerative protocols must be postulated taking into account this category of
patients. Limited scientific evidence suggests that osteoporosis can negatively influence
bone healing as well as the osseointegration of dental implants. In addition to disease,
the use of drugs for its prevention and treatment may affect healing of GBR procedures.
Bisphosphonates (BP) are the most frequently used drugs for treatment and prevention
of osteoporosis. The drug acts mainly in the inhibition of bone resorption by its action on
osteoclasts. Among the commercially prescribed BP, zoledronic acid (ZA) is known to be
the most potent of all.

In the first paper of this thesis osteoporosis was induced in rats and these
animals were submitted to regenerative procedures comparing samples with and without
osteoporosis as well as with and without the use of ZA. To assess GBR, critical size
defects (CSD) were made in the animals’ calvarial bone. Microporous non-resorbable
PTFE (polytetrafluorethylene) membranes were used to promote GBR in healthy,
osteoporotic and osteoporotic animals treated with ZA. Forty-eight Wistar rats with 6
months of age were included in the study. Experimental osteoporosis was induced by
ovariectomy (OVX) associated with hipocalcic diet in 32 animals. Sixteen OVX rats
received a single dose of ZA (OZ) while the other 16 osteoporotic rats received no
treatment (O). The remaining 16 animals were SHAM operated; the ovaries were



exposed but not removed, being considered the control group (C). Six weeks after
osteoporosis induction, each animal from the OZ group received a single dose of ZA.
One week latter (7 weeks after baseline) two 5-mm CSD were performed bilaterally in
the parietal bones and one of these defects was treated with two membranes, one
located internally, in contact to the Dura, and the other was placed on top of the defect.
GBR healing periods were 30 and 60 days for each group. Evaluation of new bone
formation (NBF) was done by qualitative and quantitative histological analysis.
Differences in means between groups (O, OZ and C), the use of membranes as well as
the observation period (days 30 and 60) were analyzed by ANOVA for each variable.
When a statistically significant difference was identified between the averages, the
Bonferroni post hoc test was used. The results showed that treatment with ZA (p =
0.001) and the use of membranes (p = 0.000) significantly increased the amount of
regenerated bone tissue and the presence of osteoporosis may have reduced NBF (p =
0.028).

Key words: Guided Bone Regeneration. Zoledronic Acid. Rats. Osteoporosis.
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1. INTRODUGCAO

1.1. FISIOLOGIA OSSEA

O tecido 6sseo € um tipo de tecido conjuntivo especializado, composto por uma
matriz organica mineralizada, tendo como fungdes principais suporte estrutural para o
corpo, protecdo de 6rgédos e estruturas internas. Responsavel pela homeostasia do
volume mineral circulante, serve também de reservatério de calcio (FERGUSON et al.,
1998).

O composto organico do tecido 6sseo varia de 20 a 40% sendo, a parte mineral
entre 50 e 70%, agua e lipidios sdo menos de 3% da sua composi¢cdo. O principal
conteudo da parte mineral € a hidroxiapatita, representando cerca de 95%. Ja a matriz
organica € composta por em torno de 90% de proteinas de colageno, especialmente do
tipo |, com alguns tragos de colageno dos tipos Il e V. Proteinas ndo colagenosas como
osteocalcina, osteonectina, proteoglicanos, variados fatores de crescimento e proteinas
osseas morfogenéticas também constituem a matriz 6ssea organica (AVOLIO et al.,
2008).

O esqueleto humano é composto por 80% de osso cortical e 20% de medular. O
tecido 6sseo cortical é denso e sélido, circundando o osso medular. Esse, por sua vez,
apresenta-se como 0sso trabeculado composto por espacos medulares. Tanto o tecido
osseo cortical como o medular sdo formados por 6steons, que € a unidade funcional do
0sso. Os Osteons ou sistema de Havers sao formados por lamelas 6sseas em torno dos
canais de Havers e contém capilares sanguineos e nervos. Os sistemas de Havers
comunicam-se através de canais intersticiais chamados de canais de Volkmann.
Osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos sdo as células responsaveis pela formacao e
remodelamento 6sseo (MARKS, 2002; MACKIE, 2003).

Os osteoblastos sdo originados de células mesenquimais primitivas
indiferenciadas originadas na medula 6ssea e estdo localizados nas superficies 0sseas.
A proliferagdo e diferenciagdo dos osteoblastos ocorre a partir das células
indiferenciadas sob influéncia de fatores de transcricdo, de crescimento e hormdnios.

Os fatores de transcricdo Cbfa-1/Runx-2 s&o responsaveis pela expresséo genética dos
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osteoblastos. Fatores de crescimento como o fator de transformacgdo de crescimento
beta (TGF-B) e proteinas 6sseas morfogenéticas, durante o processo de formacéo e
maturacao Ossea, sdo produzidos pelos osteoblastos e ficam presos na matriz éssea,
sendo liberados na fase de reabsorcdo Ossea, feita pelas células osteoclasticas. Tal
liberacdo € responsavel pela manutencdo do equilibrio de estimulo para novos
osteoblastos. Sistemicamente, os horménios paratiredides (PTH) estimulam a
diferenciagdo de células indiferenciadas em osteoblastos (MACKIE, 2003).

As células osteoblasticas ativas apresentam complexo de Golgi e reticulo
endoplasmatico rugoso proeminentes. A principal fungdo dos osteoblastos € secretar a
complexa mistura de proteinas que formam a matriz éssea. O tecido ésseo secretado
inicialmente chama-se osteoide. Colageno do tipo | é responsavel por 90% da matriz
organica do tecido 6sseo, formando a estrutura de fibras nas quais a matriz mineral é
depositada. Os osteoblastos sdo responsaveis pela mineralizagdo dos ostedides
através da mobilizacdo de enzimas que regulam proteinas tais como fosfatase alcalina,
assim como pela secrecdo da proteina osteocalcina. A fosfatase alcalina € necessaria
para a alcalinizagdo do meio, facilitando a deposi¢cdao de minerais, enquanto que a
osteocalcina atuara na fixagdo do calcio e da hidroxiapatita na matriz extracelular,
sendo uma das principais responsaveis pela mineralizacdo do osso. Os osteoblastos
também atuam na regulagem da diferenciacéo e da atividade das células clasticas, os
osteoclastos (MACKIE, 2003; AVOLIO et al., 2008). No processo de formagao de
matriz 0ssea, alguns osteoblastos sofrem apoptose (morte celular) enquanto outros
ficam circundados pela propria matriz secretada, formando os ostedcitos e paralisando
o processo de producao de ostedide (MACKIE, 2003).

Ostedcitos sao células originados dos osteoblastos que tornam-se envoltos na
matriz 6ssea mineralizada, mantendo-se unidos por uma complexa rede de canaliculos.
Atuam na resposta a carga mecanica assim como no processo de remodelamento do
tecido 6sseo (GRAHAM et al., 2006).

Osteoclastos sdo células multinucleadas formadas na medula éssea e cuja
funcdo é reabsorcdo Ossea. A diferenciacdo dos osteoclastos tem origem nos
osteoblastos, que secretam fatores de estimulo na superficie celular como o fator

receptor ativador RANKL que se liga ao receptor RANK presente em células
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mononucleares, precursoras dos osteoclatos, as quais se fundem formando células
multinucleares. Os osteoclatos exercem como funcéo principal a reabsorgcdo éssea,
através de sua adesao na superficie do osso. Depois de aderida, a célula secreta acido
(H+) para dissolver o conteudo mineral enquanto enzimas proteoliticas digerem a matriz
Ossea. Apos, sofrem apoptose, liberando moléculas que s&o reguladoras do
metabolismo 6sseo (GRAHAM et al., 2006).

1.2. CICATRIZACAO OSSEA

A origem embrionaria do tecido 6sseo também influencia no seu padrdo de
cicatrizagdo. Em ossos longos, a cicatrizagao de fraturas ocorre através da formagéao de
um calo antes da deposicdo do tecido 6sseo lamelar, sendo o calo responsavel por
reestruturar o tecido. Ja em ossos com origem intramembranosa a presenga do calo
nao acontece. (MARKS; ODGREN, 2002)

Fases de cicatrizacdo ossea:

1- Formagdo de coagulo sanguineo: a lesdo 6ssea determina o rompimento de
vasos e a ocorréncia de hemorragia no local do recém criado defeito 6sseo. Apds,
forma-se um coagulo sanguineo pela adesao de plaquetas a formagédo de uma rede de
fibrina. As plaquetas liberam fatores de crescimento como TGF-B que estimulam a
formacdo de matriz extracelular e a proliferacdo de células mesenquimais
indiferenciadas, que antecedem os osteoblastos (SINGER; CLARK, 1999).

2- Fase inflamatdria: ocorre o recrutamento de células inflamatdrias e liberagcéo de
mediadores pré-inflamatérios na regido da ferida. Nas primeiras 24 a 48 horas, a
grande maioria das células s&o neutrofilos e macrofagos. Tais células sdo responsaveis
pela acdo de combater possiveis infecgdes, remover o coagulo ali formado assim como
liberar fatores de crescimento e citocinas que irdo ativar a diferenciacdo das células
mesenquimais em células formadoras de osso. A partir de entdo, as células irdo
depositar uma matriz extracelular de colageno que, junto com a nova rede de vasos,
irdo substituir o coagulo por tecido de granulagdo. Este, por sua vez, servira como uma

fonte de células osteoprogenitoras que produzirdo ostedide (MACKIE, 2003).
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3- Fase proliferativa: a formagao Ossea inicia-se através do estimulo das células
progenitoras dos osteoblastos. Apds sua diferenciagdo e maturagédo, os osteoblastos
produzem colageno e matriz ostedide que sofrerdo mineralizagdo formando tecido
osseo lamelar. O tecido 6sseo recém formado sera circundado por vasos sanguineos,
tornando-se mais espesso e sofrendo sua maturagdo (MACKIE, 2003).

4- Remodelamento: € a Uultima etapa da cicatrizagdo O&ssea, envolvendo a
substituicdo do tecido ostedide por osso lamelar (COWLES et al., 1998). O processo de
remodelamento consiste na reabsorcédo e formacdo de novo osso. Este balanco entre
reabsorgéo e formagao é regulado por fatores de crescimento, hormdnios assim como
pela interacdo direta entre osteoblastos e osteoclastos. Gradualmente, tecido ostedide
é substituido por osso lamelar (MACKIE, 2003).

1.3. REGENERACAO OSSEA GUIADA

O termo regeneracao significa reproduzir ou reconstituir um tecido injuriado ou
perdido (KARRING et al., 1980; 1984). Ja o conceito de reparo refere-se a cicatrizagéo
de uma ferida por um tecido que n&o reestabelece a arquitetura e funcao idénticas a
original (MELCHER, 1976).

Reparo dsseo atribui-se quando o tecido € cicatrizado por outro que nao seja
0sso e que nao tenha a mesma estrutura nem exerga as mesmas fungdes que este
(BOSCH; MELSEN; VARGERVIK, 1995). O principio de regeneracdo tecidual guiada
(RTG) foi desenvolvido a partir da observagao de que para regenerar qualquer tecido,
células especificas para originar tal tecido devem repovoar seletivamente a ferida
(KARRING et al., 1993). Uma série de estudos, testando o uso de membranas como
barreiras fisicas, foi desenvolvida em diferentes ambientes cicatriciais, avaliando a
dinamica das variadas populagdes celulares. Concluiu-se que a regeneragédo de um tipo
de tecido é alcangada quando células especificas, progenitoras do tecido lesionado,
repovoam a ferida durante a fase cicatricial (GOTTLOW et al., 1984; GOTTLOW, 1993).
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1.4. O PRINCIPIO DE REGENERAGCAO OSSEA GUIADA

A Regeneragao Ossea Guiada (ROG) tem como foco regenerar defeitos 6sseos
alveolares através de técnicas que promovam a reconstituicdo do tecido perdido,
protegidas por uma barreira fisica. O principio biologico € baseado na excluséo
mecanica de tecidos moles adjacentes permitindo que somente células osteogénicas
originarias das bordas do defeito 6sseo repovoem a ferida (RETZEPI; DONOS, 2010).
Murray, Holden, Roshlau (1957) observaram a formacéo de tecido 6sseo sob barreiras
aplicadas no fémur e iliaco de cdes. Os autores concluiram que tais barreiras
permitiram a formacdo e estabilizagdo de um coagulo sanguineo impedindo a
penetracéo de tecido mole na area, o que resultou na formag&o de novo 0sso.

Os estudos iniciais sobre ROG enfatizavam a estabilizagdo do coagulo
sanguineo mais do que a exclusdo da presenga de tecido mole e o repovoamento dos
defeitos por células osteogénicas (HURLEY et al., 1959; RUEDI; BASSETT, 1967). A
partir os anos 1980, demonstrou-se que a exclusdo de tecidos indesejados permitiria
que somente células osteogénicas originadas do proprio tecido 6sseo repovoassem a
ferida na fase cicatricial (NYMAN et al., 1982; DAHLIN et al., 1988; HAMMERLE et al.,
1995).

A importancia da exclusao seletiva de células da-se pelo fato que a migragao de
células progenitoras de osteoblastos ocorre de forma mais lenta quando comparada a
fibroblastos e a células epiteliais. A presenca de uma membrana, como barreira fisica,
gera um ambiente isolado permitindo que células osteoprogenitoras possam lentamente
proliferar-se na ferida, diferenciando-se em osteoblastos (KARRING et al., 1993, LINDE
et al., 1993). Estudos histolégicos, pré-clinicos, demonstraram que tecido fibroso &
quase sempre achado em defeitos ndo protegidos por barreiras (RETZEPI; DONOS,
2010).

O protocolo terapéutico para ROG envolve a instalagdo cirurgica de uma
membrana oclusiva para promover o selamento do sitio 6sseo que necessita de
regeneracao (DAHLIN et al., 1988; RETZEPI; LEWIS; DONOS, 2010). Alguns critérios
clinicos considerando os tipos de membrana para ROG tém sido postulados e incluem

biocompatibilidade, propriedades de oclusdo celular, integragdo com os tecidos do
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hospedeiro, facil manipulagdo cirurgica, limitada susceptibilidade a complicacbes e
habilidade de manter espagco no defeito a ser tratado (KARRING et al., 1993).
Atualmente existem duas grandes categorias de membranas, as reabsorviveis e as nado
reabsorviveis, ou seja, que sofrem biodegradagcdo quando deixadas em contato com a
ferida cicatricial.

Membranas n&o reabsorviveis sdo, na sua grande maioria, compostas por
politetrafluoretileno expandido (e-PTFE). PTFE expandido é um polimero quimicamente
estavel e biologicamente inerte que apresenta uma macroestrutura porosa e uma
constituicdo maleavel que garante sua capacidade de ocluir o defeito 6ésseo a ser
regenerado, sendo facilmente manipulado (CARBONELL et al., 2014). Por ser
biocompativel, ndo desencadeia reacao inflamatéria no hospedeiro, além de resistir a
degradagdo causada por bactérias e enzimas (BECMEUR et al, 1990; MAROUF;
GUINDI, 2000). O uso de membranas expandidas esta comprovado como eficaz e
previsivel para a finalidade de ROG (RETZEPI; DONOS, 2010).

Membranas de politetrafluoretileno de alta densidade (n-PTFE) sdo uma
alternativa, também nao reabsorvivel, para e-PTFE. Sua composi¢cao € 100% de PTFE
nao poroso, nao expandido e impermeavel, apresentando uma menor porosidade que
as membranas de e-PTFE (KRAUSER et al., 1996). Algumas membranas de n-PTFE
estdo disponiveis no mercado, como a Cytoplast Regentex TXT-200 (Osteogenics
Biomedical Inc, Lubbock Tx, USA), com sua apresentacdo em diferentes tamanhos,
texturas, com ou sem reforgo estrutural de titanio (CARBONELL et al., 2014).

Membranas néo reabsorviveis ndo sofrem solubilizagdo, exigindo uma segunda
intervengado cirurgica para serem removidas. Esta desvantagem foi responsavel pelo
desenvolvimento de membranas biodegradaveis. Diversos materiais biodegradaveis
foram e s&o testados com variados indices de sucesso em ROG. Incluem colageno tipo
I, poliuretano, poliglactina 910, acido polilatico, acido poliglicélico e diferentes
copolimeros (SANDBERG et al.,, 1993; ZELLIN et al., 1995; RETZEPI et al., 2010).
Uma vez inserido em um ambiente aquoso, como € o sistema biolégico do hospedeiro,
os polimeros passam por estagios de biodegradagéao: hidratagdo, perda de resisténcia,
perda de integridade e solubilizagdo via fagocitose. O tempo transcorrido em cada

estagio depende do tipo do polimero usado, do pH e temperatura assim como do
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volume da membrana utilizada (WARRER et al, 1992; HAMMERLE; JUNG, 2003).

Zellin et al. (1995) testou os potenciais de osteopromogédo de diversas
membranas reabsorviveis e nao reabsorviveis com relacdo a sua composicido e
caracteristicas fisicas. Conclui-se que todos estes tipos de barreiras podem ser usados
para ROG levando-se em consideracdo que todas apresentaram capacidade de manter
espaco e seletivamente permitir a entrada de células osteogénicas na ferida. O autor
também relatou que o colapso causado pela rapida absorgdo de algumas membranas
reabsorviveis pode comprometer a cicatrizagao do tecido dsseo.

Estudos comparando membranas identificaram que, em situacbes onde nao
houve exposicdo das barreiras, os resultados de quantidade de tecido Osseo
regenerado foram mais favoraveis para membranas de e-PTFE. Estes resultados foram
associados a observacao desta em ter maior capacidade de manter espacgos e por sua
permanéncia por mais tempo quando comparadas com membranas reabsorviveis (ITO;
MURAI, 1998). Porém foi observado que membranas de e-PTFE comumente foram
expostas, o que levou a reducdo da quantidade de tecido 6ésseo regenerado (SIMION et
al,. 1999; WAASDORP; FELDMAN, 2013).

Variados estudos experimentais e clinicos demonstraram que ROG pode ser
realizada com sucesso utilizando-se tanto membranas reabsorviveis quanto nao
reabsorviveis (DONOS et al., 2002a; DONOS, 2002b; DONOS et al., 2004; DONOS et
al., 2008). As membranas e-PTFE assim como as reabsorviveis exigem, idealmente,
fechamento total do tecido mole sobre elas para prevenir contaminagado bacteriana,
degradacéao da ferida assim como exposigédo do enxerto (BARBER et al., 2007).

Por outro lado, as propriedades de composicdo de membranas de n-PTFE
permitem o nao fechamento primario do tecido mole, podendo esta barreira ficar
exposta (MONTEIRO et al., 2010). Estudos clinicos demonstraram a viabilidade de
ROG em sitios sob membranas de n-PTFE quando expostas ao meio bucal (BARTEE,
1995; YUN et al, 2011).

O uso de barreiras reabsorviveis elimina a necessidade de uma segunda
intervencgado cirurgica, simplificando os protocolos clinicos de ROG. Porém, barreiras
nao reabsorviveis sdo consideradas o padrdo ouro para comparar resultados, em

pesquisas, quando se estuda o uso de diferentes materiais e protocolos para ROG
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(HAMMERLE; JUNG, 2003; RETZEPI; DONOS, 2010).

1.5. ENXERTOS OSSEOS

O uso de enxertos 0sseos ou de substitutos ésseos no tratamento de defeitos de
tecido duro esta baseado nos conceitos de osteogénese, osteocondugédo e
osteoindugdo. A osteogénese acontece pelo uso de materiais que contem células
progenitoras de tecido 0sseo, enquanto que a osteocondugdo é alcangada com
biomateriais que sirvam como um arcaboucgo, permitindo a manutencéo de espaco para
crescimento vascular, perivascular, e o0 preenchimento por células que irdo
diferenciarem-se em osteoblastos, originados do hospedeiro e ndo do proprio enxerto.
Ja o conceito de osteoindugao atribui-se quando o material biolégico enxertado possui
fatores que estimulam o processo de recrutamento e diferenciacdo de células
osteoprogenitoras (BURCHARDT, 1987).

Os enxertos O&sseos podem ser categorizados com base na sua origem
(STAVROPOULOS et al., 2015):

* Autégeno — tem como origem o proprio hospedeiro, sendo transferido de uma
area doadora para um leito receptor do mesmo individuo (ex. enxerto em bloco
de mandibula ou mento).

* Aloenxerto — enxertos de origem dentro da mesma espécie, porém de outro
individuo (ex. banco de ossos)

* Xenoenxerto — enxertos retirados de outras espécies (ex. enxerto de origem
bovina - Bio Oss®)

* Aloplastico — materiais sintéticos, produzidos em laboratério (ex. fosfato de calcio

bifasico - Straumann Bone Ceramics ©)

Os variados tipos de enxertos e biomateriais sdo usados em associagdo com
membranas para ROG de diferentes tipos de defeitos ésseos (HAMMERLE et al., 1998;
KARRING, 1993; STAVROPOULOS et al., 2015). Apesar desta corriqueira associagao
de técnicas, o tipo ideal de enxerto a ser escolhido ainda € motivo de controvérsia. As

opgdes consideradas padrao ouro s&o os de origem autdégena, particulado ou em bloco
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(JIMI et al., 2012). Porém, devido a morbidade, custos e tempo de cicatrizagdo
causados pela necessidade de uma area doadora para a remocgdo do enxerto,
alternativas ao enxerto de origem autdégena surgiram e estdo sendo estudadas
(RETZEPI; DONOS 2010; STAVROPOULOS et al., 2015).

As alternativas mais bem documentadas sdo o xenoenxerto (enxerto
desproteinizado de origem bovina) e o DFDBA (demineralized freezed-dried bone
allograft) ou aloenxerto desmineralizado liofilizado (originario de banco de ossos). As
propriedades osteoindutivas do DFDBA tornaram comum a sua indicacdo para
procedimentos de ROG (DONOS et al., 2008). Estudos descreveram como previsivel a
ROG com o uso de DFDBA (SIMION et al., 1994). Por outro lado, outros autores
demonstraram o DFDBA como um mantenedor de espago mais do que um material
osteoindutor (SPIN-NETO et al., 2013).

Xenoenxerto desproteinizado, de origem bovina, em combinagdo com membrana
colagena reabsorvivel tem sido demonstrado como um vetor eficaz para ROG em
situagdes que envolvem regeneracao 0ssea ao redor de implantes, em estudos animais
(DONOS et al., 2004) e em humanos (ZITZMANN et al., 2001). Sugere-se que o uso de
xenoenxerto otimiza a formagao 6ssea devido a sua acido de osteoconducio e por que
suas particulas fornecem um suporte mecanico para a membrana (JIMI et al., 2012).

Estudos em macacos e em cédes, onde xenoenxerto foi associado a barreiras
reabsorviveis e nao reabsorviveis para ROG, ao redor de implantes, demonstraram
uma grande quantidade de osso quando comparados com grupos controle ou grupos
onde somente o Bio-Oss® (xenoenxerto) fora utilizado, sem membrana (HURZELER et
al., 1998; HAMMERLE et al., 1998). Inumeros estudos atestam o uso de xenoenxerto
como uma eficiente medida para ROG (ZITZMANN et al., 2001; HAMMERLE; LANG,
2001).

1.6. EVENTOS CICATRICIAIS EM ROG

Hammerle et al. (1995) descreveu as etapas de cicatrizagdo do tecido 0sseo,

apos ROG, em defeitos &sseos criados em calvaria de ratos. A regeneragao
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apresentou-se a partir das bordas dos defeitos em direcdo a area central. Na primeira
semana poés operatéria houve formacédo e proliferagdo de tecido de granulagéo
acompanhado por uma vasta e organizada rede de vasos sanguineos antecedendo a
formagdo de ostedide. Nas duas semanas seguintes houve aposicdo e maturagao
O0ssea nas bordas do defeito, enquanto, na parte mais central, tecido ostedide foi
encontrado. Os espacos medulares do tecido 6sseo em maturagcdo antecipavam a
formagdo e maturagdo de mais osso. Na quinta semana, tecido 6sseo neoformado
ocupava mais de 80% da area original do defeito, sendo que 67% deste total originou-
se das margens. O processo de remodelamento 6sseo, por sua vez, foi percebido a
partir do final da segunda semana, tornando-se proeminente do trigésimo quinto dia.

1.7. DEFEITOS CRITICOS

O termo defeito critico (CSD — critical size defect) foi definido por Schmitz e
Hollinger (1986) como sendo o menor defeito intradsseo que n&o cicatriza
espontaneamente durante a vida de um animal. Segundo Gosain et al. (2000), pode-se
atribuir o conceito de CSD para defeitos que, em pesquisa com animais, ndo regeneram
espontaneamente durante o periodo de um estudo.

Um CSD cicatriza, geralmente, sendo preenchido por tecido conjuntivo fibroso ao
invés de tecido 6sseo, a ndo ser que ROG seja aplicada. Células osteoblasticas
apresentam uma velocidade de ativacdo menor do que as células do tecido conjuntivo.
Sendo assim o defeito é preenchido por outras células que invadem o espaco
ocorrendo a cicatrizacdo através de reparo ao invés de regeneragcado (DAHLIN et al.,
1991; BOSCH et al., 1995).

Em ratos, o tamanho ideal de CSD em calvaria € de 5mm em didmetro (BOSCH
et al., 1995, DONOS et al.,, 2004, VAJGEL et al., 2013). Este dado é baseado nos
achados de Turnbull e Freeman (1974) que foram os primeiros autores a estudar CSD
em ratos. Mulliken e Glowacki (1980) relataram que defeitos de 4mm, em calvaria de
ratos, ndo cicatrizaram por um periodo de 6 meses. Em uma reviséo sistematica, Vajgel

et al. (2013) descreveu, baseado na literatura corrente, que defeitos de 5 mm, em
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calvaria de ratos, sdo considerados CSD, com baixissimas porcentagens de
fechamento espontédneo completo (1,6%).

Estudos histologicos demonstraram que CSD ndo protegidos por membranas
para ROG foram preenchidos com tecido fibroso (RETZEPI; DONOS, 2010). O principio
de ROG em CSD foi utilizado de forma pioneira por Dahlin et al. (1988) em mandibulas
de ratos. Os autores utilizaram defeitos bilaterais estandardizados de 5mm. Um dos
defeitos foi deixado vazio, considerado o lado controle, enquanto o contra lateral foi
coberto por uma membrana de e-PTFE, sendo este o lado teste. No teste, metade dos
animais obtiveram completa regeneragdo do defeito, apdés 3 semanas e, apos 6
semanas, todos foram completamente regenerados. Porém, no lado controle, pouca ou
nenhuma regeneracao foi evidenciada apos o periodo total do estudo, de 22 semanas.
Sendo assim o autor conclui que a presenca de membranas permitiu que células
mesenquimais ocupassem a ferida e diferenciaram-se em osteoblastos, permitindo a
ROG.

Danhlin et al. (1991) e Bosch et al. (1995) realizaram estudos em ratos utilizando
duas camadas de membrana em osso parietal. Membranas de e-PTFE foram
posicionadas em ambos os lados de defeitos criticos, uma na porcéao interna, sobre a
dura-mater e outra, na parte externa do defeito, em contato com o periésteo e tecido
conjuntivo. Verna et al. (2002) relatou que a oclusdo incompleta deste tipo de CSD,
permitindo a invasao de conjuntivo das areas ao redor, impediu a regeneragao 0ssea
do defeito. Somado a isso, em situagdes de colapso da membrana para dentro do
defeito critico, houve a diminuigdo do espago para a regeneragao, resultando em uma
limitada quantidade de osso formado (LUNDGREN et al., 1998).

Mardas et al. (2002) demonstrou que o uso de uma camada de membrana de e-
PTFE sobre defeitos, em calvaria de ratos, e outra, na porgéo interna, com ou sem a
associagdo com enxerto alégeno, resultou em regeneracdo substancial apdés 4
semanas. Donos et al. (2004) associou a técnica de dupla membrana com o uso de
0sso bovino desproteinizado. Os autores concluiram que ROG é previsivel com o uso
da técnica de duas membranas, em defeitos criticos de 5Smm de diametro.

Defeitos criticos, em modelo de calvaria de ratos, com 5mm de diametro,

demonstraram baixos niveis de regeneracdo espontanea. Somado a isso, a calvaria
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permite que sejam utilizados defeitos bilaterais, dentro da medida de 5mm cada,

viabilizando a comparacéo entre grupos, no mesmo animal (VAJGEL et al., 2013).

1.8. MODELO IN VIVO PARA ESTUDOS DE BIOMATERIAIS

Experimentos pré-clinicos in vivo s&o necessarios por motivos éticos, assim
como devido a sua seguranga, custos e praticidade. Estudos in vitro com células,
tecidos e demais culturas, como 6rgaos, apresentam limitada fonte de informagéo por
nao fornecerem dados de atividade bioldgica, de efeitos deletérios e toxicos. Tal modelo
nao reproduz situagdes in vivo na totalidade, considerando fatores moleculares e
celulares. Estudos em humanos nao permitem retiradas de amostras de biépsia como
0s in vivo, que s&o pré-requisito para estudos em humanos (SCULEAN et al., 2015;
STAVROPOULOS et al., 2015).

O uso de animais de pequeno porte € uma alternativa que torna estudos de
regeneracao O0ssea e de avaliacdo de biomateriais viaveis. Tais animais apresentam
vantagens em termos de acomodagdo, manutengdo, anatomia, facilidade de
manipulagdo assim como uma baixa incidéncia de complicagcbes e custos. Por serem
mais resistentes a infecgdes, os niveis de perda de amostra sdo reduzidos. Somado a
estes fatores, o controle genético das amostras, criadas em cativeiro, permite uma
menor variagdo individual entre os animais, em termos de resposta biologica
(STAVROPOULOS et al., 2015).

Ao testar CSD, questbes anatdmicas devem ser levadas em conta pela
dimensao necessaria para executar o modelo de defeito, com pelo menos 5 mm de
diametro. O uso das areas parietais de ratos permite a criagcdo de CSD de forma
bilateral, podendo-se criar um lado teste e um controle. Na calvaria dos ratos a
execucdo de CSD uniformes € de facil reprodutibilidade. Somado a isso, o rapido
metabolismo do rato torna viavel a execucdo de modelos em um curto periodo de
tempo. Em modelos de ROG, 8 semanas sdo o suficiente para testar hipoteses
envolvendo procedimentos regenerativos, sendo que, apds este periodo, parece

ocorrerem somente alteragbes limitadas, havendo estabilidade dos resultados
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(RETIZEPI; DONOS, 2010).

Um estudo in vivo somente deve ser proposto se o objetivo da pesquisa
apresentar um impacto na vida dos individuos. Pesquisas com animais sao
historicamente responsaveis pela melhora na saude da populagdo. Porém, o
pesquisador deve empregar uma amostra que seja significativa para os objetivos, n&o
extrapolando o numero de animais a serem utilizados e boas praticas laboratoriais
devem ser conduzidas. Apesar de a transferéncia dos resultados de pesquisas in vivo
ser de amplitude limitada para aplicagéo direta em humanos e do avango na biologia e
tecnologia in vitro, somente investigagdes in vivo, até o atual momento, colaboram para
o entendimento do complexo molecular, celular e tecidual em respostas regenerativas
(SCULEAN et al., 2015).

1.9. OSTEOPOROSE

A osteoporose (OP) é classificada como uma alteragdo esquelética caracterizada
pela diminuicdo da massa Ossea e deterioragdo da microarquitetura do tecido 6sseo
levando a fragilidade e consequente aumento do risco de fraturas (DERVIS, 2005).
Considerada como a doenga mais frequente, em tecido duro, na populagdo mundial,
dados epidemioldgicos indicam que mais de 27 milhdes de pessoas sofrem de
osteoporose na Europa, com alta prevaléncia em mulheres caucasianas pos
menopausa (HERNLUND et al., 2013). Na América do Norte, projeta-se que a doencga
ira afetar 14 milhdées de adultos, com mais de 50 anos, no ano de 2020 (NATIONAL
OSTEOPOROSIS FOUNDATION, 2002). No Brasil os dados epidemiologicos sobre a
doenga s&o escassos. Segundo o portal do ministério da saude, aproximadamente 10
milhdes de brasileiros tém osteoporose (PORTAL DA SAUDE, 2013). A prevaléncia da
OP é maior em populagdes mais velhas, sendo que o aumento na expectativa de vida
gera um aumento l6gico na sua incidéncia (HERNLUND et al., 2013).

A densitometria déssea € considerada o padrdo ouro no diagnodstico da
osteoporose, sendo medida utilizando-se dados fornecidos pela absorciometria de
raios-X de dupla energia (DEXA). O DEXA (dual energy x-ray absorptiometry) identifica

a densidade mineral 6ssea (DMO) da area analisada em unidades de gramas/cm?. De
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acordo com a OMS (Organizagdo Mundial de Saude), OP é definida quando a DMO
apresenta 2,5 ou mais desvios padrao abaixo do valor médio de DMO do que é o
considerado normal para uma jovem mulher saudavel. Este valor é chamado de escore
— T (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1994).

OP pode ser classificada como primaria e secundaria. A primaria € associada a
idade e/ou as alteragbes hormonais, sendo subdividida em tipo um (pdés menopausica)
e tipo dois (osteoporose senil). Ja a OP secundaria é causada por uso de
medicamentos, como corticoides, doengas sistémicas e por falta de calcio (RUSSEL et
al., 2006).

O tecido Osseo saudavel apresenta um equilibrio entre os processos de
reabsorcao e formacéo no qual osteoclastos reabsorvem osso através de acidificacédo e
digestao proteolitica e osteoblastos secretam matriz ostedide no local reabsorvido. Em
mulheres pds-menopausicas a taxa de remodelamento 6sseo aumenta, permanecendo
elevada por até cerca de 40 anos apos a ultima ovulagado, resultando em progressiva
perda de massa 0ssea, tendo em vista que ocorre uma diminuicado no tempo de vida
dos osteoblastos e aumento da vida util dos osteoclastos, ficando, estes, mais atuantes
(RUSSEL, 2003). A relagdo da menopausa com OP ocorre devido a queda nos niveis
hormonais de estrégeno e aumento dos niveis de paratorménio. Este, por sua vez,
provocara elevagédo do calcio sanguineo e diminuicdo da massa Ossea, tanto cortical
como medular, que € o mais afetado, por apresentar uma area maior (FERNANDES et
al., 1999). Em nivel celular, ocorre um desequilibrio entre as atividades antagbnicas de
osteoclastos e osteoblastos. O estrogeno tem papel decisivo no remodelamento 6sseo
e sua deficiéncia aumenta a osteoclastogénese, tendo em vista que tal hormdnio,
quando em niveis normais, limita a producdo de citocinas osteoclastogénicas pro-
inflamatorias como interleucinas 1 e 6 (IL1, IL6) e fatores de necrose tumoral
(SAMBROOK; COOPER, 2006).

Osteoporose secundaria, causada por corticéides, esta associada a reducédo que
o farmaco causa na quantidade de osteoblastos, resultando em rapida perda de tecido
o0sseo. O uso de corticoides acarreta a supressédo da producdo de osteoproteogerina
(OPG), que, em niveis normais, limita a liberagdo de enzimas pro-osteoclastogénicas
(JILKA, 2003).
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Assim como a doenga em si, os seus fatores de risco sdo multifatoriais. ldade,
género, indice de massa corporea (IMC), historico familiar, sedentarismo, horménios
sexuais, consumo de alcool, tabagismo, deficiéncias nutricionais e vitaminicas, uso
cronico de medicamentos (corticoides, litio, anticonvulsivantes), doengas crénicas como
diabetes, anorexia, mieloma multiplo sdo alguns exemplos (RUSSEL, 2003). OP é mais
comum em mulheres do que em homens, especialmente relacionada a menopausa. Em
homens, hipogonadismo (producédo deficiente de hormdnios sexuais) também é
associado a osteoporose (ANDERSON, 1992).

O tratamento da osteoporose tem como grande objetivo prevenir fraturas que,
associadas a osteoporose, apresentam alto grau de morbidade e aumento nos niveis
de mortalidade, sendo a de quadril a mais prevalente (HERNLUND et al., 2013). O alvo,
no tratamento, € inibir reabsorgdo 6ssea e manter ou aumentar a densidade do tecido
duro. Existem medidas anti-reabsortivas, que agem especialmente na reabsorgdo do
tecido 6sseo, como calcio, vitamina D, terapia hormonal, medicamentos como
bisfosfonatos, ranelato de estréncio, moduladores de estrégeno e calcitonina. Outra
alternativa sao os agentes anabdlicos, estes agindo na fase de formagéo 6ssea, como o
uso de horménio da paratiredide (hPTH). Associada a estas medidas, inclui-se
intervengdes em riscos modificaveis como tabagismo, alcoolismo, sedentarismo e dieta
(SAMBROOK; COOPER, 2006; HERNLUND et al, 2013). Considerando-se acodes
medicamentosas, algumas drogas atuam n&o somente no tratamento, mas também na
prevencdo da doenca, como os bisfosfonatos alendronato, etidronato, pamidronato,
risedronato e acido zoledrénico (HERNLUND et al., 2013).; e o ranelato de estroncio
(DONOS et al., 2015).

1.10. BISFOSFONATOS

Os bisfosfonatos (BF) sdo a classe de drogas mais usada para o tratamento e
prevencado de osteoporose assim como para metastases ésseas, tendo em vista que
muitos tipos de cancer causam hipercalcemia (excesso de calcio circulante). O primeiro
BF usado em humanos foi o Etidronato, prescrito para tratamento de fibrodisplasia

ossificante progressiva e doenca de Paget (SMITH et al., 1971). Atualmente seu uso
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também apresenta indicagdes especificas para outras doengas 6sseas como Mieloma
Multiplo (MARX et al., 2005; MHASKAR et al., 2012). No principio de sua aplicagao, o
objetivo era reduzir as areas de mineralizagdo 0ssea, porém ao longo dos anos, foram
surgindo BF mais potentes na sua acgdo inibitéria da reabsor¢do Ossea sem a
correspondente agao sobre a mineralizagdo, conforme a dose administrada (RUSSEL
2007).

BF sdo analogos do pirofosfato, agindo na reducdo das atividades dos
osteoclastos através da reducéo da diferenciagdo e maturacdo destas células além de
induzir sua perda de funcdo e morte celular, a chamada apoptose. Doses repetidas de
BP provocam o seu acumulo na matriz 6ssea tendo em vista que o farmaco tem
afinidade por pirofosfato, que forma a hidroxiapatita, sendo esta o principal componente
da matriz inorganica do osso. O farmaco acumula-se nas areas onde ha maior atividade
de remodelamento ésseo. Composto por atomos de fosforo e de carbono (P-C-P), a
molécula de BF apresenta ligagdo com grupo OH e este, por sua vez, tem grande
afinidade pela molécula de hidroxiapatita. Estabelecida a ligagédo entre a hidroxiapatita e
o BF, esta caracteriza-se por ser estavel e irreversivel tendo em vista que o atomo de

carbono presente no BF torna-o ndo hidrolisavel (Fig. 1) (RUSSEL, 2007).
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Fig.1 - Grupo OH apresenta afinidade por hidroxiapatita. O atomo de C €& responsavel
pela resisténcia do BP & hidrélise, comprovando a sua resisténcia. A cadeia R? é onde o
nitrogénio dos BF mais potentes esta ligado ao C. (Russel 2007).
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No evento de remodelamento Gsseo, osteoclastos causam reabsor¢ao déssea
através de acidificagcao originada a partir de sua membrana rugosa e a quebra da matriz
O0ssea extracelular através de enzimas proteoliticas, causando dissolucdo da
hidroxiapatita. Quando BF esta presente, este esta ligado a hidroxiapatita, sendo que a
dissolugdo desta resultara na liberacdo de BF, justificando, desta forma, a grande
afinidade de BF por osteoclastos. Apds, o BF € internalizado pela célula osteoclastica
através de endocitose, pelos vacuolos intracelulares. Uma vez que o BF € ingerido, a
atividade osteoclastica sera comprometida pela acéo citotoxica do farmaco, que inibira
a sintese de farnesil difosfato, uma enzima da sintese de colesterol que é necessaria
para a ativacdo dos receptores de proteinas trifosfato dos osteoclastos. Esta acao
levara a célula a perder sua membrana extracelular rugosa, inativando a fungéo
fagocitaria seguido da consequente desestruturagao do citoesqueleto e apoptose, morte
celular do osteoclasto, causando redugdo da reabsorcdo oOssea (MARX, 2007;
GRAHAM; RUSSEL, 2007). Somado a isso, existem evidéncias que os BF agem
também na formacgao celular dos osteoclastos, visto que esta célula, multinucleada,
origina-se a partir da fusdo de células mononucleadas de origem hematopoiética. O
farmaco atua prevenindo esta fusdo, reduzindo os osteoclastos na sua origem
(RUSSEL, 2007). Existem duas classes de BF: com e sem nitrogénio; podendo serem
administrados via oral ou endovenosa (EV). Os BF, que contem atomo de nitrogénio em
sua molécula, apresentam um modo de ag¢do mais potente, causando maior
comprometimento de osteoclastos (MARX, 2007; RUSSEL, 2007). Acido zoledrénico
(AZ) € um exemplo de BF nitrogenado, de uso EV. Indicado para tratamento e
prevencdo de metastases Osseas, osteoporose e mieloma multiplo, € o mais potente
dos BF (MARX, 2007; ZHU et al, 2013). Alendronato € outro exemplo de BF
nitrogenado, sendo prescrito para tratamento e prevencao de osteoporose. Etidronado,
BF n&o nitrogenado, é reconhecido como menos potente, utilizado para calcificagbes
hipertroficas (MARX, 2007). Os BF nitrogenados agem no metabolismo celular de
maneira diferente dos ndo nitrogenados, o que os classifica como mais potentes. Sua
acao ocorre sobre enzimas que regulam a sintese da via do mevalonato. Tal via regula
as proteinas responsaveis pela producao de esteréides como colesterol e lipidios e

comandam uma série de processos na fungao dos osteoclastos como a manutencéo do
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seu citoesqueleto, morfologia e membrana rugosa. Os BF agem na sintese da enzima
farnesil pirofosfato, uma das responsaveis pela via do mevalonato, parecendo ser o que
determinara o grau de poténcia do medicamento e a sua influéncia em causar
paralizagéo das atividades celulares dos osteoclastos (RUGGERO, 2007; MARX, 2007).

Estudos foram realizados testando o uso AZ no tratamento de superficies de
implantes, com relatos de melhora na densidade 6ssea local, assim como aumento no
torque de remocédo destes (PETER et al., 2006; STADELMANN et al., 2009). A
administragao sistémica de AZ foi relacionada com a diminuicdo e prevencado da
reabsorcdo de enxertos alégenos assim como aumento no volume d&sseo em
procedimentos de enxerto realizados em tibias de ratos (ASTRAND et al., 2006).

Com efeitos positivos sobre patologias Osseas, os bisfosfonatos, especialmente
0s nitrogenados, s&o prescritos mundialmente. A meia vida descrita do farmaco pode
ser de até dez anos, portanto sua acado pode influenciar a cicatrizacdo 6ssea por um
longo periodo de tempo, mesmo apds os pacientes terem suspendido 0 seu uso
(RUSSELL, 2007). Com o passar do tempo, osteonecrose (ON) foi apontada como o
principal efeito colateral do uso crénico da droga (MARX, 2007). A ocorréncia de ON
teve sua primeira publicagdo em 2003 (MARX, 2003). As principais complicagdes
acontecem especialmente nos maxilares (MARX et al., 2005; MARX, 2007; KHUL et
al., 2012), sendo mais frequente em mandibula, apds procedimentos cirurgicos, em
pacientes com histérico de uso de AZ, especialmente em tratamentos de cancer
(RUGGIERO et al., 2014). Uma série de relatos de caso estao publicados na literatura,
tanto em mandibula (GEGLER et al., 2005) quanto em maxila (BUSETTI; POLIDO,
2008). E considerada ON de maxilares a presenca persistente de tecido dsseo exposto,
na cavidade oral, em um paciente que usou ou utiliza BP, sem histérico prévio de
radiagcdo na regido maxilo-facial (YUEN et al., 2014; KHAN et al., 2015), sendo que a
sua prevaléncia € de 0,12% para BF de uso oral e 7% em prescricdes endovenosas
(MARX, 2003).

1.11. EFEITOS DA OSTEOPOROSE NA ROG

Muito pouco €& conhecido sobre a habilidade do osso comprometido pela
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osteoporose de regenerar, em diferentes situagbes clinicas, considerando-se o0s
mecanismos bioldgicos envolvidos em ROG (ERDOGAN et al., 2007). Dados sugerem
que a osteoporose pode interferir em casos de regeneragao 6ssea, na osseointegragao
de implantes (FINI et al., 2004; TSOLAKIS et al., 2009; DONOS; CALCIOLARI, 2014),
na cicatrizagdo de fraturas (NAMKUNG-MATTHAI et al., 2001) e na cicatrizagdo de
enxertos 0sseos (KIM et al., 2004; LUIZE et al., 2008).

Estudos demonstraram uma correlagdo entre DMO da mandibula com a DMO de
demais areas do esqueleto (HOMER; DEVLIN, 1998; JEFFCOAT et al, 2000;
JEFFCOAT et al., 2005). Correlagdes positivas foram apontadas entre DMO mandibular
e a DMO da cabeca do fémur (KLEMETTI et al., 1993).

Estudos in vitro assim como pré-clinicos compararam os potenciais regenerativos
entre situagbes com o0sso saudavel e osteoporotico. Estes estudos apontaram
diferencas na taxa de proliferacdo de osteoblastos, de células mesenquimais
indiferenciadas, de produgdo de colageno do tipo |, osteocalcina (proteina n&o
colagenosa responsavel pela mineralizagao e estabilizagdo dos ions de calcio atraves
da fixagao do calcio e da hidroxiapatita na matriz extracelular), fator de necrose tumoral
beta (TFG-B) e IL6 entre células humanas originadas de individuos saudaveis
comparadas com aquelas de osteoporoticos (JILKA et al., 1998; TORICELLI et al.,
2002; CHARATCHAROENWITTHAYA et al., 2007).

O modelo animal mais utilizado para analise da fisiopatologia da osteoporose € o
estudo em ratos ovariectmizados (KALU, 1991). A confiabilidade deste modelo em
avaliar mudancas esqueléticas causadas pela osteoporose foi demonstrada
previamente (EJIRI et al., 2008; MARDAS et al., 2011). Porém deve-se levar em
consideragdao que modelos em animais apresentam uma série de diferengcas para
humanos em termos de fisiologia 6ssea e remodelamento, sendo que ndo se devem
extrapolar os dados dos estudos nos animais para o uso em humanos (RETZEPI;
DONOS, 2010; MARDAS et al., 2011; STAVROPOULOS et al., 2015).

Ovariectomia em ratos, associada a uma dieta hipocalcica, demonstrou
associacdo positiva na reducdo de DMO, tanto com situacbes de alteracbes em
cicatrizagdo (KUBO et al, 1999) quanto no aumento da incidéncia de fraturas
(NAMKUNG-MATTHAI et al., 2001). Estudos pré-clinicos adotando o mesmo modelo
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também demonstraram uma associagdo do efeito negativo da osteoporose na
cicatrizagdo de enxertos 6sseos (FINI et al., 1997; KIM et al., 2004) e de procedimentos
de ROG (MARDAS et al., 2011).

Muito poucos estudos clinicos demostraram associagdo entre regeneragao e
osteoporose. Hildebrand et al. (1994) analisou o sucesso e complicagdes de enxertos
o0sseos em 17 pacientes. DMO de todos os individuos foram avaliadas com DEXA. Os
autores concluiram que baixos niveis de DMO podem estar associados com o aumento
nos niveis de complicagdes (30%). Efeitos negativos da osteoporose também foram
associados a reducdo da taxa de sobrevivéncia de implantes feitos em areas
enxertadas (SCHILEPHAKE et al., 1997; KRAMER et al., 1999). Outros estudos, porém,
nao detectaram diferencas entre pacientes com osteoporose comparados com
individuos saudaveis, em termos de sobrevivéncia de implantes (BECKER et al., 2000;
VAN STEENBERGHE et al., 2002). Estudos relataram que apesar de tracos de maior
indice de complicagdes, pacientes osteoporéticos ndo estariam contra indicados a
receberem implantes dentarios (MOY et al., 2005).

Nos ultimos anos, o numero de pacientes idosos que procuram reabilitagdes
implanto-suportadas vem crescendo exponencialmente, o que leva a consequente
demanda de procedimentos regenerativos para reconstrugbes maxilares (BECKER et
al., 2015). Os profissionais da saude, ao tratar esta populagao, lidam ndo somente com
pacientes cujo metabolismo &ésseo pode apresentar alteragdes patoldgicas, mas
também com individuos que estdo medicados com o objetivo de tratar ou prevenir tais
disturbios e cuja cicatrizagdo 6ssea pode apresentar-se de maneira diferenciada. Sendo
assim, ¢é crucial buscar-se o aprofundamento do conhecimento associando
procedimentos regenerativos com a doenga osteoporose assim como a influéncia do
seu tratamento, com o uso cada vez mais frequente de bisfosfonatos, sobre os

resultados da ROG, visando a qualidade de vida da populagdo mundial.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar ROG associada ao uso de membranas nao reabsorvieis instaladas em
defeitos na calvaria de ratas saudaveis, osteoporoticas e osteoporéticas recebendo

tratamento com acido zoledroénico.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Avaliar qualitativamente, por meio de analise histolégica e quantitativamente, por
analise histomorfométrica, a influéncia da osteoporose durante os estagios iniciais e
tardios de formagcdo de novo osso com ou sem o uso de barreiras (membranas) de

politetrafluoretileno para ROG.

 Avaliar qualitativamente, por meio de analise histolégica e quantitativamente, por
analise histomorfométrica, a influéncia da administragdo de um bisfosfonato (acido
zoledrénico), durante os estagios iniciais e tardios da formac&o de novo osso com ou

sem o uso de membranas n&o reabsorviveis de politetrafluoretileno para ROG.
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Abstract

Objectives: To evaluate new bone formation in calvarial critical size defects (CSD)
under d-PTFE membranes for Guided Bone Regeneration (GBR) in healthy,
osteoporotic and osteoporotic treated with Zoledronic Acid (ZA) rats.

Methods: Forty-eight, female, 6-month old Wistar rats were included in the study.
Osteoporosis was induced by ovariectomy (OVX) and calcium-deficient diet in 32 rats.
Sixteen OVX rats were treated with a single dose of Zolendronic Acid (ZA) (OZ), while
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16 OVX rats received no treatment (O). The remaining 16 rats were sham-operated and
used as healthy controls (C). At 6 weeks following osteoporosis induction, two 5.0 mm
CSD were created in the parietal bones and one of them was treated with a double
microporous Teflon membrane. The healing periods were 30 and 60 days. New bone
formation (NB) was assessed by qualitative and quantitative histological analysis

Results: After 30 days of healing, NB (mean % (x standard deviation)) was
78.9%(£21.0), 93.1 % (£9.6) and 84.2 % (£26.9) in the membrane treated defects and
18.8% (£24.1), 27.2 % (£7.9) and 31.0% (£36.8) in the empty defects of group O, OZ
and C respectively. After 60 days of healing, NB was 78.3 % (£14.4), 95.8% (£9.0) and
90.1 % (26.1) in the membrane treated defects and 10.8 % (17.4), 51.6% (39.5) and
15.7 % (12.1) in the empty defects of group O, OZ and C respectively. Hierarchical
analysis of variance showed that treatment with Zoledronic Acid (p=0.001) and the use
of membrane (p=0.000) significantly increased new bone formation while presence of

osteoporosis may have reduced new bone formation (p=0,028).

Conclusion: Dense PTFE membranes for GBR promote bone healing in osteoporotic
and healthy rats. Treatment of osteoporosis with Zoledronic Acid may further improve

new bone formation in osteoporotic conditions.

Introduction

The Guided Bone Regeneration (GBR) principle is based on the protection of a
secluded space in an osseous defect by a barrier membrane in order to impede the
proliferation of connective and epithelial tissue into the defect, allowing osteogenic cells
emanating from the existent bone surfaces or the newly formed vasculature to
repopulate the defect and promote new bone formation (Dahlin et al. 1988, Schenk et al.
1994 Retzepi and Donos 2010, Donos et al. 2015). Several preclinical studies have
demonstrated predictable bone regeneration following GBR in various types of osseous
defects and animal models (Donos et al. 2015, Stavropoulos et al. 2015). In a clinical
level, resorbable and non-resorbable barriers in combination or not with bone grafts and
substitutes, have been suggested for the augmentation of atrophic alveolar ridges prior
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to implant placement (Von Arx and Buser 2006, Urban et al. 2013), for the management
of dehiscence and fenestration defects during implant placement (Buser et al. 2013,
Jung et al. 2013 Donos et al 2008), for alveolar ridge preservation (Mardas et al. 2010,
Horvath et al. 2013, Mardas et al. 2015,) and the treatment of peri-implantitis (Schwarz
et al. 2009, Chan et al. 2014). These procedures are currently used in the every day
clinical practice with various degrees of predictability due to a variety of patient or site
related factors (Donos et al. 2008, Horvath et al. 2013, Chan et al. 2014).

Following the establishment of osseointegration and guided bone regeneration, the
number of elderly patients seeking treatment with bone augmentation procedures in
relation to rehabilitation with implant supported prosthesis has been increased in the
recent years (Becker et al. 2015). At the same time, an increased number of these
patients are expected to suffer from one or more of chronic metabolic diseases, like
diabetes or osteoporosis, which may affect bone healing (U.S department of Health and
Human services 2014).

Osteoporosis is a common, metabolic disease characterized by reduced bone
mass and changes in bone microarchitecture, resulting in increased risk for fractures
(Jilka et al 2003). It is anticipated that 27.6 million people are suffering from
osteoporosis in Europe in 2010, with a higher prevalence in post-menopausal
Caucasian women (Hernlund et al. 2013). In vitro studies using osteoblasts from
osteoporotic bone showed an impaired osteoblast development, activation and
differentiation (Rodriguez et al. 2008, Kassem and Marie 2011, Benisch et al 2012).
Furthermore, the number of mesenchymal stem cells and anabolic cytokines such as
TGF-B and IGF-1 in ageing osteoporotic animals was affected adversely, influencing
bone metabolism (Jilka et al. 1998, Toricelli et al. 2002, Charatcharoenwitthaya et al.
2007). Data deriving mainly from preclinical studies (for review see Donos et al. 2015)
and few clinical case control clinical studies have indicated that osteoporosis might
influence negatively long bone fracture healing (Namkung-Matthai et al, 2001, Oliver et
al. 2013) and the osseointegration of dental implants (Erdogan et al, 2007; Fini et al,
2004; Tsolaki et al, 2009) or bone grafting procedures (Kim et al, 2004, Luize et al,
2008) and extrasceletal bone formation (Mardas et al. 2011) in the cranio-maxillo-facial

area. However, other studies failed to associate osteopenia due to low estrogen levels
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with significantly impaired osseous healing (Kubo et al. 1999, Zellin et al 2002, Vidigal et
al 2009). Currently, there is limited evidence considering the regeneration capacity of
osteoporotic patients to regenerate bone following various GBR procedures (Erdogan et
al, 2007).

Bisphosphonates are among the most widely prescribed drugs for the treatment
of osteoporosis since they are able to disrupt osteoclast function and inhibit bone
resorption, resulting in increased bone density and fewer fractures (Eriksen et al. 2014).
Furthermore, in vitro studies showed that bisphosphonates might increase osteoblastic
cells proliferation, stimulate osteoblastic differentiation and enhance mineralization
(Bellido and Plotkin 2011). Due to their mode of action, it has been suggested that
systemic or local administration may have a positive effect on osseointegration and
treatment of periodontal disease (Borromeo et al. 2010) or reduce post-extraction
dimensional changes in terms of horizontal bone width (Fischer et al. 2015).

Zoledronic acid (ZA) is a nitrogen containing, intravenously administered
bisphosphonate. It is able to inhibit the synthesis of farnesyl diphosphate, an enzyme in
the cholesterol synthesis path that is necessary for the formation of triphosphate-binding
proteins, which are essential for osteoclast function and survival. Consequently, ZA
inactivate osteoclasts, which go into apoptosis, resulting in reduced bone resorption
(Graham & Russell 2007). Zoledronic acid has been used successfully for the
prevention and treatment of osteoporosis, metastatic bone cancers and their resulting
hypercalcemia, multiple myeloma, and other conditions that exhibit bone fragility due to
excessive osteoclastic resorption (Serrano et al. 2007, Zhu et al. 2013). Moreover, local
treatment of titanium implants surfaces with ZA has been reported to improve peri-
implant bone density and removal torques (Peter et al. 2006, Stadelmann et al. 2009)
while systemic administration prevented resorption of allograft and increased the
retention of new formed bone into bone chambers placed in rat tibia (Astrand et al.
2006). On the other hand, jawbone osteonecrosis following oral surgical procedures
was increased in patients under treatment with intravenously administered
bisphosphonates like ZA, especially when treated for metastatic bone cancers (Ruggiero
et al 2014).
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Based on the current evidence, a clear understanding of the bone healing
process in osteoporotic conditions is crucial for applying predictable bone regenerative
treatments in this type of patients, especially when they are under treatment with anti-
resorptive drugs such as ZA. Therefore, this study proposed to evaluate new bone
formation in a calvarial critical size defect model in healthy, osteoporotic and
osteoporotic treated with Zoledronic Acid (ZA) rats following treatment with membranes
for GBR.

Material and Methods

Experimental animal model

The research protocol was approved by the Research Ethics Committee of the
Faculty of Dentistry (CCEFO), Pontifical Catholic University of Rio Grande do Sul and by
the Ethics Committee for the Use of Animals (CEUA). This research was conducted in
accordance with prevailing ethical principles for the use of laboratory animals
established by the Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA) in an
environment governed by the rules of the Arouca Act (No. 11.794, of October 8, 2008).

Forty-eight (48), female, white Wistar rats (Rattus Norveggicus), six months old,
weighting between 260 and 320 g, with no injuries or congenital defects were used in
the study.

Induction of osteoporosis-like conditions

Experimental osteoporosis was induced by ovariectomy (OVX) and calcium-
deficient diet in 32 randomly selected rats using the method previously described by
Shimizu et al. (2000). Sixteen rats were sham operated and served as controls. The
following standard operative procedures for the animals’ anaesthesia and welfare were
performed before of each surgical session and during the first post-operative days: 1)
Intra-peritoneal injection of a mixture of xylazine (20 mg / ml) at a dose of 0,05mL / 100g
(ROMPUM®, Bayer SA - Animal Health, Sdo Paulo, Brazil) and ketamine (50 mg / mL)
0.1 mL /100 g (DOPALEN®, Agribrands, Sao Paulo, Brazil). 2) Intra-peritoneal injection
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of Paracetamol at a dose of 50 mg / mL (1 mL / kg) (Tylenol Gotas®, Johnson &
Johnson, SP, Brazil) every 4 h, for the first 24 post- surgical hours 3) Close inspection
and follow-up of the animals during the first post-operative days for possible
behavioural, neurological or physiological changes of toxicological or post-surgical
trauma relevance.

Before the OVX, the rat's abdomen was shaved with an electric trimmer.
Disposable sterile surgical drapes were used for the isolation of the surgical bench and
different surgical instruments were used for each individual rat. Chlorhexidine
digluconate 2% (Saneativo LTD, DF, Brazil) was used for antisepsis of the surgical area.

Following a longitudinal incision in the region below the last rib and next to the
kidney, the skin and the muscles were incised; the ovary was identified and displayed.
Haemostasis was secured by suturing the top of the fallopian tube with Vicryl 2-0
sutures (Ethicon, Somerville, USA) and the ovary, the surrounding fat, the oviduct and a
small portion of the uterus were excised. The muscles and skin were then sutured. The
same surgical procedure was performed bilaterally in each animal. The control rats were
SHAM operated by only having their ovaries identified and surgically exposed then
repositioned for subsequent suturing of the muscles and skin with 4-0 Vicryl (Ethicon,
Somerville, USA).

The ovariectomized rats were fed with calcium and phosphorus deficient diet (0.1-
0.2 % calcium and phosphorus < 1 %; Faculdade de Veterinaria, UFRGS, Porto Alegre,
Brazil) and water ad libitum throughout the whole experimental period. At six weeks
following OVX, 16 out of the 32 ovariectomized animals were treated with a single
subcutaneous dose of 0.1mg/kg zoledronic acid (Zometa, Novartis, S&do Paulo, Brazil).
The induction of osteopenia was confirmed by evaluating total and femoral bone mass
density by means of DEXA in 4 osteoporotic and 4 healthy animals and histologically in
all the specimens. At seven weeks following OVX, the animals underwent the

experimental GBR surgery.

Experimental GBR surgical procedure

The same experimental surgical procedure was performed in all animals (both
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OVX and sham operated). Following a linear coronal incision in the middle line of the
calvarium, a full thickness flap was elevated and the cranial vertex was exposed. Two
standardized, full thickness, 5.0 mm in diameter circular defects were made in the center
of each parietal bone using a trephine drill with a 5.0 mm internal diameter (Neodent,
Curitiba, Brazil) (Figure 1). The trephine was used under constant cooling with 0.9%
saline solution, allowing the preparation of the bone defect with rupture of internal and
external cortical of the skull, without damaging the dura mater. The right side defect was
treated with a double layer, non-resorbable; PTFE membrane (Cytoplast®, Regentex
GBR-200, Ostegenics Biomedicals, Lubboc, EUA) (Figure 2) for GBR and the
contralateral left defect was kept empty and used as control. The first layer of the
membrane was placed under the parietal bone in the defect area, in contact with the
underlying dura mater and the second layer of the membrane was placed at the outer
surface of the defect extending at least 3 mm beyond the borders of the defect. The soft
tissues were repositioned, and the overlying muscles and periosteum were sutured with
simple interrupted sutures (Vicryl 5-0, Ethicon, Somerville, USA) in an attempt to cover
as much as possible of the defect and the membrane. The skin was sutured in a single
plane, using continuous suspended sutures (Vicryl 4-0, Ethicon, Somerville, USA). The
animals were placed in prone position, on their corresponding cages for recovery from
anaesthesia. The animals were euthanized with an overdose of isoflurane (Biochemico,
Rio de Janeiro, Brazil) at 30 and 60 days after the experimental GBR procedure. Based
on the osteoporosis status, zoledronic acid treatment and observation periods were
allocated in the following 6 groups (8 animals / group):

030d: OVX, hypocalcic diet; healing 30 days.

060d: OVX, hypocalcic diet; healing 60 days.

0Z30d: OVX, hypocalcic diet, zoledronic acid;, healing 30 days.
0Z60d: OVX, hypocalcic diet, zoledronic acid; healing 60 days.
C30d: sham operated, normal diet; healing 30 days.

o 0 K~ w N =

C60d: sham operated, normal diet; healing 60 days.
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Research timetable:

Day 1 (baseline) | 8\2/))( / EONTR(?SL) ]- total = 48 animals

(A

1 dose c
| 6 weeks | Zoledronic n=16 n=16
Acid
(0,1mg/Kg)
OVX + ZA

n=16 \

Guided Bone Regeneration Procedure (48 animals)

J

' Euthanasia — 30 days(24 animals)

7 weeks

' Euthanasia — 60 days (24 animals) |

Histological procedures

Following the euthanasia of the animals, their calvarial vertexes were removed
and the areas of interest dissected and fixed in 10% neutral buffered formalin for 48
hours. Then, the specimens were rinsed in running tap water, trimmed, decalcified in
17% EDTA, dehydrated in ascending concentrations of ethanol (50%, 70% and 100%)
and embedded in paraffin. Anterior-posterior serial sections were cut with the microtome
set at 7 ym. The specimens were stained with haematoxylin and eosin and 3
consecutive sections, 100 ym apart, representing the central area of each calvarial
defect were selected for histological analysis. The specimens were evaluated with x4,
x10 and x20 magnifications at a stereomicroscope (SZH10 Research Stereo, Olympus,
Japan). The image was captured in a Moticam 5, 5.0MP camera (Hong Kong, China),
using Motic plus system (Hong Kong, China) and transferred using an image analysis
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software (J image, www.nih.gov; USA).

Histomorphometric measurements and semi- quantitative analysis

The cross-sectional area of the newly formed bone (trabecular bone and marrow
spaces) and the original defect area were measured on the three central sections
previously described in mm?. Newly formed bone was expressed as a percentage of the
total defect area. All measurements were performed by the same calibrated examiner
(JB). The reproducibility of the measurements was tested by carrying out duplicate
measurements in 3 specimens form each group, at two different time points, one week
apart. The results of the two recordings were then statistically analysed with the
Wilcoxon test for paired observations. No statistical significant differences were found
between the two recordings (p<0.05).

A semi-quantitative analysis evaluating new bone formation and defect closure

was performed based on the following ranking:

-/~ No new bone formation, no defect closure

+/-: Minimal new bone formation, no defect closure
++/- :  Significant new bone formation, no defect closure
++/+:  Significant new bone formation, defect closure

+++/+: New bone formation outside the original envelop, defect closure

Statistical analysis

Differences between means for the groups (O, OZ and C), the use of GBR
membrane or not and the time periods (30 and 60 days) were assessed by performing a
hierarchical analysis of variance (ANOVA) for each variable, with rats nested within
periods within groups and crossed with the use of membranes or not. The assumptions
for normal distribution of the data underlying the ANOVA were checked by a study of the
residuals. If the assumptions were not fulfilled, a logarithmic transformation was applied
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to the data. When a statistically significant difference between the group means was
indicated in the ANOVA, a post hoc Bonferroni test was used to determine which group
means differed significantly. A result was considered statistically significant if p<0.05.

Results

All the animals included in the study survived the whole experimental period.
Their healing was uneventful with no signs of post-operative infection or other
complications. However, one or two specimens in each group were not evaluated
histologically due to technical reasons (Table 1).

The combination of OVX and low-calcium diet resulted in a significant decrease in
both skeletal and femoral bone density in 3 out of the 4 rats evaluated in contrast to
sham-operated, healthy rats where both skeletal and femoral bone density was
increased (data not presented). In addition to that, the calvarial bone in the OVX animals
in O group presented with significant morphological differences in comparison to that of
the healthy, sham-operated rats in group C. Thinner cortical bone plates and trabeculae
characterized with reduced trabecular connectivity and micro-fractures, as well as larger
marrow spaces populated by high number of fat cells were observed in the animals of
the O group (Fig. 3a & 3b)

Semi-Quantitative Analysis
Untreated control defects

At 30 days of healing, in the control untreated defects, the majority of the defect
area was occupied by connective tissue covered with epithelial and muscle tissues in all
the groups (Fig 4a, 4b, 4c). Complete defect closure was not observed in any of the
specimens in any group (Table 1). All the specimens in the OZ group presented with
some new bone formation but 2 specimens in the O and C group presented with no new
bone formation at all. However, significant new bone formation originating from the
margins of the defect had occurred in one specimen of the C and OZ group.

At 60 days of healing, complete defect closure was not observed in any of the
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specimens in any group (Table 1 & Fig 5a, 5b, 5c). A limited amount of newly formed
bone apposition from the border of the defects was observed in O and C group where
dense connective tissue occupied the major part of the defects in these groups. On the
contrary, a trend for increasing new bone formation in comparison to the early healing
period was observed in the OZ group where in 3 out of the 7 evaluated specimens,
significant new bone formation was observed with almost complete bone continuity

between the margins of the defect in one of them (Fig 5c).
GBR treated defects

Significant new bone formation was observed in all the animals in all the GBR
treated defects at both observation periods with the exception of one animal in the C
group where after 60 days of healing the new bone formation was limited in the margins
of the defect (Table 1).

At 30 days of healing, complete defect closure was observed in all 6 sham-
operated animals and in 4 out of the 6 animals evaluated in the O and OZ groups (Table
1). In some specimens, new bone formation was extending outside the original contour
of the calvarium, resulting in an increased thickness of the calvarial bone in the area of
the defect (Fig 6¢). A thin, periosteum like, zone of dense connective tissue interposed
between the newly formed bone and the PTFE membranes that were able to preserve
the defect space in most of the specimens. The newly formed bone in the sham-
operated animals presented with high level of remodelling, thicker trabeculae and limited
marrow spaces in between the two thick cortical plates (Fig 6a). On the contrary the
newly formed bone in the OVX animals was characterized with extensive marrow
spaces, rich in adipocytes and thinner cortical plates (Fig 6b). In the OVX treated with
ZA animals, the newly formed bone presented with thicker trabeculae and less extended
marrow spaces in comparison to the untreated OVX animals without however presenting
a bone density similar to that of the sham-operated healthy animals (Fig. 6¢).

A similar healing pattern and histological characteristics were observed in the
experimental groups after 60 days of healing. Large marrow spaces with increased
number of adipocytes and thinner trabeculae were observed in O and OZ groups in
comparison to the healthy animals in C group (Fig 7a, 7b, 7c). All the defects in the OZ
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group presented with complete defect closure and in 5 of them new bone formation was
extending beyond the original contour of the calvarial vortex in the area of the defect. On
the contrary, 3 out of 6 and 2 out 7 defects in the O and C group respectively failed to

achieve complete closure (Table 1).

Histometric Analysis

The results of the histometric analysis are presented in Table 2.

After 30 days of healing, the average newly formed bone in the empty defects
was 18.8% + 24.1, 27.1 % £7.9 and 31.0%=38.8 of the original defect area in groups O,
OZ and C respectively. After 60 days of healing, the average newly formed bone in the
empty defects was reduced to 10.8 %+ 17.4 and 15.7 % + 12.1 of the original defect
area in group O and C respectively but increased up to 51.6%+ 39.4 in the OVX treated
with zoledronic acid animals.

After 30 days of healing, the average newly formed bone in the membrane-
protected defects was 78.9%+ 21.0, 93.1 %+ 9.3 and 84.2 %+ 26.9 of the original defect
area in groups O, OZ and C respectively. After 60 days of healing, the newly formed
bone in the same defects averaged 78.3 %+ 14.4, 95.8% + 9.0 and 90.1 % £ 26.1 of the
original defect area in O, OZ and C respectively.

The results of the hierarchical ANOVA are presented in Table 3. A logarithmic
transformation of the newly formed bone percentage was made in order to comply with
the assumptions for normal distribution underlying the ANOVA. The ANOVA showed
that the use of membrane (p=0.000) and the condition (OVX, treatment of OVX with ZA
or sham operation, p= 0.001) had a statistically significant effect on the percentage of
new bone formation in the defect area. This effect was always independent of the
observation period and group. In all experimental periods and in all groups (O, OZ and
C) the average percentage of new bone formation was higher in the membrane treated
defects (Table 2). The average percentage of new bone formation in both empty and
membrane treated defects was higher in the OZ animals in comparison to the animals in
the other two groups with the exception of animals in C group that were presented with

more new bone formation in the empty untreated defects at 30 days of healing.
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The Bonferroni test for multiple comparisons between the groups showed that we
should anticipate approximately 4.1% less new bone formation in the ovariectomized
animals in comparison to the ovariectomized animals treated with zoledronic acid
(p=0.001) and 2.8% less new bone formation in comparison to the healthy control
animals (p=0.028) (Table 4). The difference in new bone formation between OZ and C

animals however, was not statistically significant (p=0.677).

Discussion

Due to the increase in life expectancy, dentists involved in complex implant
rehabilitation and bone regenerative therapies will increasingly treat patients who are
suffering from osteoporosis and for this reason are under medications that potentially
could influence bone healing. Currently, the effectiveness of GBR remains unknown in
these patients, especially when bisphosphonate therapy is subscribed for increasing
their bone density (Erdogan et al, 2007; Tsolaki et al, 2009). Besides their obvious
limitations, preclinical animal models, where osteoporotic like conditions could be
induced in a reproducible manner may offer an initial understanding of bone healing
processes and an estimation of the potential effect or failure risk following
bisphosphonate treatment (Turner et al. 2001, Donos et al. 2015). Therefore, the
present study used a CSD model in rats to evaluate to what extent osteoporosis and its
treatment with zoledronic acid has influenced bone regeneration following the
application of GBR.

The calvarial CSD in the rat has been extensively used as a proof of principle
model for bone regeneration in relation to different biomaterials including barriers for
GBR (Donos et al. 2015, Stavropoulos et al. 2015). According to a recent systematic
review, calvarial defects with a diameter of 5.0 mm can be considered as CSDs in rats
(Vajgel et al., 2014). This was confirmed in the present research where complete closure
of the untreated defects was not observed in any of the experimental animals in all 3
groups at either 30 or 60 days of healing indicating that the 5.0 mm trephine parietal
defect used fulfilled the criteria of a CSD, This is also in agreement with previous studies
using similar defects in rat calvariae (Mardas et al. 2002, Donos et al. 2004, 2011,
Stavropoulos et al. 2015).
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In the present study, a dense, microporous PTFE membrane for GBR was used
for the treatment of the calvarial defects and resulted in significantly more new bone
formation than what was observed in the untreated empty defects independent of the
healing conditions. This result is in accordance with several, previous preclinical studies
in healthy animals that evaluated the effect of resorbable and non-resorbable double
barrier membranes (intra and extra cranial) on bone regeneration of calvarial defects (for
review see Donos et al. 2015). In some cases the new bone formation at 60 days,
resulted in an increase of the original thickness of the calvarium, which is consistent with
our previous findings in this type of defects (Mardas et al. 2002 Donos et al. 2004,
2011).

Dense, non-expanded PTFE membranes (n-PTFE) were introduced as an
alternative to the first generation of PTFE barrier for GBR, the expanded, (e-PTFE)
Teflon barriers. The latter are characterised by increased surface macroporocity for
better soft tissue integration and wound stability. On the other hand, e-PTFE
membranes presented a higher risk for early infection and compromised regenerative
outcomes due to their exposure in the oral environment (Simion et al.1994). This study
confirmed previous preclinical reports that n-PTFE barriers are biocompatible and
support new bone formation in calvarial (Crump et al. 1996, Marouf & EI-Guindi 2000) or
other type of defects (for review see Carbonell et al. 2014). However, today there is
limited evidence regarding the superiority of n-PTFE over e- PTFE membranes
(Carbonell et al. 2014); therefore further research evaluating both types of barriers in
different clinical scenarios is necessary to evaluate the effect of membrane
macroporocity and density on new bone formation in healthy and compromised healing
conditions.

Clinical case series and cohort studies reported increased complication rates
following bone augmentation procedures or the placement of dental implants in
osteoporotic patients without on the other hand, post-menopausal osteoporosis to be
considered as a contraindication for these procedures (Erdogan et al, 2007; Tsolaki et
al, 2009). In addition, preclinical experimental studies have shown decreased or delayed
osseous healing in long bone fractures (Namkung-Matthai et al, 2001, Oliver et al.

2013), following bone grafting (Kim et al, 2004), mandibular augmentation (Luize et al,
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2008) or extra-skeletal calvarial bone formation under hydrophobic titanium domes
(Mardas et al. 20011) in ovariectomized animals. Similarly, the current study indicated a
moderate but significant negative effect of osteoporosis on new bone formation (Table
4). New bone formation in OVX animals was reduced in GBR treated and untreated
empty defects at both observation periods when compared to healthy, sham-operated
animals (Table 2). Moreover, the newly formed bone in GBR treated defects in the OVX
animals presented significant qualitative differences to that in the healthy animals, since
it was characterized by larger and richer in adipocytes marrow spaces, and thinner
cortical plates. In contrast to our findings, other studies failed to associate
hypogonadism induced osteopenia with impaired healing in long bone fractures, (Kubo
et al. (1999) or following bone grafting (Oberg et al. 2003, Nascimento et al (2009).
Several reasons may account for the above-mentioned conflicting results such as the
choice of the animal model (Turner 2001, Egermann et al. 2005), the age, skeletal size
and time after OVX (Glosel et al 2010, Lelovas et al. 2008, Francisco et al. 2011), the
osteoporosis induction method (Egermann et al. 2005, Donos et al. 2015), the type,
dimensions and location of the defects as well as the osseous healing evaluation
methodology (Glosel et al 2010).

In the present study, experimental osteoporosis was induced in 6-month-old
female rats by bilateral OVX and the administration of a calcium-deficient diet. A 7 week-
period was allowed between the OVX and the experimental GBR operation. The
selection of this model was based on the following evidence: a) the ovariectomized
(OVX) female rat is a reproducible and widely used model that is recommended by FDA
for bone research in post-menopausal osteoporosis (Thompson et al. 1995, Turner
2001, Egermann et al. 2005) b) 6 month-old OVX rats have shown better osteoporotic
response in comparison to younger animals (Francisco et al 2001, Lelovas et al. 2008)
c) the combination of OVX and a calcium deficient diet is superior to OVX alone for
inducing osteoporotic changes because the addition of low calcium diet induces bone
loss both in the cortical and cancellous bone, while oestrogen deficiency exerts an effect
mainly limited to cancellous bone (Shen et al. 1995). The induction of osteoporosis, in
the present study, was confirmed by DEXA measurements and the characteristic for

osteoporosis morphological changes; trabecular thinning, trabecular micro-fractures,
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reduction in trabecular connectivity and enlargement of marrow spaces with an increase
in the volume of adipose tissue (Verma et al. 2002, Lelovas et al. 2008).

An interesting finding of this study was the observation that treatment of
osteoporosis with Zoledronic Acid might further improve new bone formation in
osteoporotic conditions. New bone formation in GBR treated defects was higher in the
OZ animals in comparison to the animals in the other two groups at both 30 and 60 days
of healing (Table 2) and the Bonferroni test for multiple comparisons between the
groups showed that we should anticipate significantly more new bone formation in OVX
animals treated with zoledronic acid than in the OVX animals (Table 4). Furthermore,
the use of a Zolendronic acid mediated the morphologic changes of the newly formed
bone in the osteoporotic animals by increasing trabecular thickness and decreasing
marrow spaces. Similar to our results, other studies have also reported a positive effect
of Zoledronic acid on bone formation. Local treatment of titanium implants surfaces with
ZA improved peri-implant bone density and removal torques (Peter et al. 2006,
Stadelmann et al. 2009) while systemic ZA administration prevented the resorption of an
allograft and increased the retention of newly formed bone into bone chambers placed in
rat tibia (Astrand et al. 2006). A possible explanation for these preclinical reports could
not be limited on the inhibitory activity of bisphosphonates on osteoclasts. /n vitro and in
vivo studies provided evidence that bisphosphonates may increase osteoblastic cells
proliferation, decrease their apoptosis, stimulate osteoblastic differentiation and enhance
mineralization (Bellido and Plotkin 2011). Furthermore, a recent study demonstrated that
a single low dose of ZA reduced adipocyte-related gene expression and reversed the
marrow adipogenesis occurring during oestrogen deficiency in an OVX rat model (Li et
al. 2014a). Considering the fact that when bone marrow mesenchymal stem cells
differentiate into adipocytes, and not into osteoblasts, intracellular osteogenic signals
that affect bone formation and remodelling (runt-related transcription factor 2, osterix,
and beta-catenin) are suppressed, the potential anti-adipocyte genesis action of ZA
could have contributed to it's bone anabolic effect observed in the present study
(Muruganandan et al. 2009). However, we were not able to access whether ZA has a
similar anabolic effect in healthy healing conditions since a control group where this

medication was administered in healthy sham operated animals was not included in the
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present study.

Osteonecrosis of the jaw (ONJ) constitutes a serious clinical concern considering
the increased number of patients who take bisphosphonates and are undergone oral
surgery. ONJ has been reported in 0.7% - 6.7% of cancer patients that are usually
prescribed with 4mg / every 3 weeks of ZA intravenously. In cancer patients treated with
ZA, the relative risk for ONJ was estimated to be 50-100 times higher than cancer
patients treated with placebo. On the other hand, only 0.017- 0.04% of osteoporotic
patients under treatment with intravenously administered ZA (5mg/ year) presented with
osteonecrosis and the risk for ONJ was similar to that in osteoporotic patients treated
with placebo (Ruggiero et al 2014). In the present study, post-operative healing in all the
OVX animals treated with ZA was uneventful and no signs of osteonecrosis or similar
healing complications were observed. Interestingly enough, other studies have reported
significantly compromised post-extraction osseous healing and areas of exposed bone
or sequestrum formation following several high-dose intravenous administrations of
bisphosphonates in rats (Hikita et al. 2009) and in dogs (Allen et al. 2010). Moreover,
ONJ like lesions were induced in a reproducible manner following high weekly doses of
ZA in healthy (Aguirre et al. 2012, Silva et al. 2015) and OVX rats (Li et al. 2014b). The
duration, the dosage and the method of ZA administration could influence the rate of
osteonecrosis in rats (Silva et al. 2015) and in humans (Ruggiero et al 2014). Therefore,
a possible explanation for the absence of osteonecrosis or any other compromised
osseous healing in the present study could be that, in contrast to the previously
mentioned studies, a single, subcutaneous, low dose (0.1mg/kg) of ZA has been
administered in the calvaria of osteoporotic rats (Silva et al. 2015, Li et al 2014a).

In conclusion, the present study demonstrated that dense PTFE membranes for
GBR are able to promote bone healing of critical size calvarial defects in both
osteoporotic and healthy rats. Within the limitations of the specific study we showed that
treatment of osteoporosis with a single dose of Zoledronic Acid might further improve
new bone formation in osteoporotic conditions. Although rat osteoporotic models may
simulate human osteoporosis, data derived from this type of animal models should be
used with caution and not transferred directly to clinical situation because of anatomical

and other differences like the lack of Haversian systems in their cortical bone, lack of
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multicellular remodelling activity, bone composition and metabolism (Turner 2001,
Lelovas et al. 2008). The possible anabolic effect of a single low dose of ZA before bone
augmentation procedures should be further evaluated in future research in bigger
animals before clinical application.
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3.8 TABLES

3.8.1.Table 1 — Semi-quantitative analysis for new bone formation and defect closure

Group No specimens -/- +/- ++/- ++/+

-/-: No new bone formation, no defect closure

+/-: Minimal new bone formation, no defect closure
++/- : Significant new bone formation, no defect closure
++/+:  Significant new bone formation, defect closure

+++/+;. New bone formation outside the original envelop, defect closure

60
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3.8.2. Table 2 — Mean (+/- standard deviation), median and range of newly formed bone
(NFB) expressed as percentage of total area defect closure.

Group MEMBRANE NFB

030d No(n=6)
Mean 18.83 (+24.13)
Range (0.00-64.05)
Median 11.85
Yes (n=6)
Mean 78.99 (+21.00)
Range (42.82-100.00)
Median 77.76

060d No (n=6)
Mean 10.81 (+17.45)
Range (0.00-40.19)
Median 0.0000
Yes (n=6)
Mean 78.29 (+ 14.40)
Range (62.72-100.00)
Median 76.86

Overall Mean 46.73
Median 52.77

0z30d No(n=6)
Mean 27.17 (+7.88)
Range (18.08-37.11)
Median 25.05
Yes (n=6)
Mean 93.08 (+9.61)
Range (78.37-100.00)
Median 98.25

0z60d No(n=7)
Mean 51.61 (+39.47)
Range (8.00-99.14)
Median 48.76
Yes (n=7)
Mean 95.83 (+9.02)
Range (75.81-100.00)
Median 100.00

Overall Mean 67.44
Median 83.07




C3od

ce0d

Overal

No(n=6)
Mean
Range
Median
Yes (n=6)
Mean
Range

Median

No(n=7)
Mean
Range
Median
Yes (n=7)
Mean
Range
Median
Mean

Median

30.97 (+36.82)
(00.00-94.06)
19.10

84.21 (+26.87)
(31.05-100.00)
19.10

15.69 (£12.08)
(0.00-39.10)
13.48

90.11 (+26.16)
(30.78-100.00)
100.00

55.06

46.34

3.8.3. Table 3 — Hierarchical analysis of variance for NFB expressed as percentage of

defect closure

Source Numerator Denominator F P-value
df df

Condition 2 66 7.82 0.001
(OVX, OVX+ZA, SHAM)

Membrane (yes,no) 1 66 89.75 0.000
Time (30 days, 60 days) 1 66 .19 0.662
Condition * membrane 2 66 .86 0.427
Condition * time 2 66 1.67 0.195
Membrane * time 1 66 .55 0.462

62
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3.8.4. Table 4 — Multiple comparisons between the condition groups for logit NFB with

Bonferroni’s correction for multiple testing

(J)Condition 95 % Confidence interval
Mean Difference (I-J) Std. Error Lower Bound Upper Bound P-value
ovX OVX+ZA -4.074 1.051 -6.656 -1.493 .001
SHAM -2.813 1.051 -5.394 -.231 .028
OVX+ZA SHAM 1.26 1.031 -1.272 3.795 677
LEGENDS

Table 1: Semi-quantitative analysis for new bone formation and defect closure

Table 2: Mean (+/- standard deviation), median and range of newly formed bone (NFB)

expressed as percentage of total area defect closure

Table 3: Hierarchical analysis of variance for NFB expressed as percentage of defect

closure

Table 4: Multiple comparisons between the condition groups for logit NFB with

Bonferroni’s correction for multiple testing
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Figure 1: One critical size, full-thickness, 5mm, trephine defect was made in the center

of each parietal bone.

Figure 2: The right defect was treated with a double layer non-resorbable; dense PTFE
membrane (Cytoplast®, Regentex GBR-200, Ostegenics Biomedicals, Lubboc, EUA).
The first layer of the membrane was placed under the parietal bone, in contact with the
underlying dura mater and the second layer of the membrane was placed at the outer
surface of the defect extending at least 3 mm beyond the borders of the defect. The left

defect remained empty.
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Figure 3a: The calvarial bone is characterized by thin trabeculae with reduced
connectivity and large marrow spaces with a high number of fat cells. (Haematoxylin
and eosin, original magnification x 100)

Figure 3b: osteoclastic resorption of the osseous trabeculae and adipocytes in the
marrow spaces. (Magnification x 200)
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Figure 4a

Figure 4c

Figure 4: Photomicrographs of the untreated defect area and the newly formed bone
(NFB) in all three groups (4a: C30d, 4b: O30d, 4c: OZ30d) after 30 days of healing. A
thin layer of connective tissue occupied the major part of the defect. Limited amounts of
bone formation had occurred occasionally at the bony margin of the defect

(Haematoxylin and eosin, original magnification x 2).
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Figure 5a

Figure 5¢c

Figure 5: Photomicrographs of the untreated defect area and the newly formed bone
(NFB) in all three groups (5a: C60d, 5b: O60d, 5¢c: OZ60d) after 60 days of healing. A
dense layer of connective tissue occupied the major part of the defect. Limited amounts
of bone formation had occurred occasionally at the bony margin of the defects in C (5a)
and O (5b) group. Increased new bone formation in comparison to the 30days-healing
period and almost complete closure was observed in some specimens from the OZ

group (5¢) (Haematoxylin and eosin, original magnification x 2).

Figure 6: Photomicrographs of GBR treated defect area in all three groups after 30 days
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of healing (Haematoxylin and eosin, original magnification x 2).

Figure 6a: Photomicrograph of the GBR treated defect area in a sham-operated animal
after 30 days of healing (C30dGBR), Complete defect closure was achieved as a result
of new bone formation. The newly formed bone was characterised by thick trabeculae

and small marrow spaces.

Figure 6b: Photomicrograph of the GBR treated defect area in an OVX animal after 30
days of healing (O30dGBR). Complete defect closure was achieved as a result of new

bone formation. The newly formed bone was characterized by extensive marrow

spaces, rich in adipocytes and thinner cortical plates.

s e
Figure 6¢: Photomicrograph of the GBR treated defect area in an OVX treated with ZA
animal after 30 days of healing (OZ30dGBR). Complete defect closure was achieved as
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a result of new bone formation. The NFB presented with thicker trabeculae and less
extended marrow spaces in comparison to O30d animals. The newly formed bone was
extending beyond the original contour of the calvarium.

Figure 7: Photomicrographs of GBR treated defect area in all three groups after 60 days

of healing (Haematoxylin and eosin, original magnification x 2).

-
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Figure 7a: Photomicrograph of the GBR treated defect area in a sham-operated animal
after 60 days of healing (C60dGBR), Complete defect closure was achieved as a result

of new bone formation. The newly formed was characterised by thick trabeculae and

small marrow spaces.

Figure 7b: Photomicrograph of the GBR treated defect area in an OVX animal after 30
days of healing (O60dGBR). Complete defect closure was achieved as a result of new
bone formation. The newly formed bone was characterized by extensive marrow

spaces, rich in adipocytes and thin trabeculae and cortical plates.
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Figure 7c: Photomicrograph of the GBR treated defect area in an OVX treated with ZA
animal after 60 days of healing (OZ60dGBR). Complete defect closure was achieved as
a result of new bone formation. The NFB presented with thicker trabeculae and less

extended marrow spaces in comparison to O60d animals.
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4. ARTIGO 2

REVIEW ARTICLE: THE RELATION BETWEEN ENDODONTIC TREATMENT AND
THE SISTEMIC USE OF BISPHOSPHONATES
JOE — American Association of Endodontics

Juliano Busetti, DDS*, Jose Antonio Poli de Figueiredo, DDS, MSc, PhD**, Roberta
Kochenborger Scarparo, DDS, MSc, PhD***, Nikos Mardas, DDS, MSc, PhD****

Abstract

Introduction

Bisphosphonates (BP) are commonly prescribed for osteoporosis, Paget disease,
multiple myeloma and bone cancer metastasis. Their main effect is to reduce
osteoclastic bone resorption. The use of BP however, has been associated to clinical
complications in the dental field, including osteonecrosis of the jaw (ONJ). The aim of
the present review is to investigate the possible influence of the systemic use of
bisphosphonates on endodontic treatment.

Methods

A search was performed in Medline (restricted to English language) using the following
search terms or combinations: “bisphosphonates AND endodontic treatment’,
osteonecrosis and endodontic protocols, endodontic surgery and/or bisphosphonates,
endodontic surgery and/or osteonecrosis, bisphosphonate properties and/or endodontic
treatment, endodontic surgery, bisphosphonates side effects and/or endodontic
treatment to identify relevant publications.

Conclusion
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Endodontic treatment may play a role on preventing further ONJ in patients taking BP.
BP however, might affect the healing of endodontic treatment and clinicians may face
different results when treating those patients.

Key Words: bisphosphonates, endodontic treatment, osteonecrosis
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Introduction

Bisphosphonates (BP) are the most widely prescribed drugs for the treatment of
osteoporosis and skeletal metastases. These drugs are employed in specific bone
metabolic diseases and disorders, such as osteoporosis, Paget disease and multiple
myeloma (1-2), being, more recently, also indicated for the prevention and adjunct
therapy of lung, colon and breast cancer methasthasis (3).

BP act as analogues of pyrophosphate and their main effect is to inhibit osteoclastic
activity by reducing osteoclast differentiation and maturation inducing cellular loss of
function and death, so called apoptosis. BP accumulate in bone matrix as it binds to
hydroxyapatite and their concentration is higher at sites with more pronounced bone
metabolism. After binding to a mineralized bone surface, they are taken up by
osteoclasts during bone resorption. Once BP are ingested, osteoclastic activity will be
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impaired by the medication’s action on the mevalonate branch pathway, which is a chain
of lipids (isoprenoid diphosphonate) and enzymes (guanosine triphosphate) responsible
for normal cellular function. This will result in their apoptosis since the osteoclasts being
unable to resorb bone, loose their ruffled borders (4). Osseous half-life of
bisphosphonates has been reported as long as 10 years and so its action might
influence healing for a long period of time, even after patients quit using the medication
(9), which has a cumulative dosage effect (6).

There are 2 general types of BP: non-nitrogen and nitrogen containing; and 2 routs of
administration: oral and intravenous (IV). The nitrogen has a greater extent mode of
action causing vast osteoclastic death (4). Zoledronic acid is an example of nitrogen BP,
used more commonly for cancerous metastasis. Alendronate is another example for
nitrogen BP, indicated for prevention or treatment of osteoporosis (5). As non-nitrogen
containing, Etidronate is known as a less potent BP prescribed in the early 80’s for
hypertrophic calcifications (4) (table 1).

With the growth of the population under BP intake, the long-term use of the medication
has been associated to complications, especially in relation to different dental and oral
surgical procedures (2,4,5,6). The mandible has a higher bone turnover activity and is
highly vascularized, leading to an increased local concentration of BP. Osteonecrosis of
the jaw (ONJ) is one of the most important complications associated with BP. The first
time it was officially published by the literature was in 2003 (7). It is considered ONJ the
presence of exposed bone in the oral cavity, which persists for more than 8 weeks in a
patient who was receiving or had been exposed to BP with no previous history of
radiation therapy to the craniofacial region (3,5,7-8).

Dental extractions and other invasive surgical procedures are considered risk factors for
ONJ (2). Root canal treatment might be influenced by BP administration as bone healing
may be affected but also endodontic treatment can play an important role for those
patients at risk of ONJ since it can avoid more invasive procedures (2,4-5). The aim of
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the present review was to investigate the possible influence of the systemic use of

bisphosphonates on endodontic treatment.

Methods

Although this is a narrative, critical review, the authors conducted a comprehensive
systematic search in MEDLINE (1997 to 2015) to identify as many as possible relevant
papers and minimize bias in the selection of the included papers. The following search
terms and combinations were used: “bisphosphonates AND endodontic treatment”,
osteonecrosis AND  endodontic  protocols, endodontic surgery AND/OR
bisphosphonates, endodontic surgery AND/OR osteonecrosis, bisphosphonate
properties AND/OR endodontic treatment, endodontic surgery, bisphosphonates side
effects AND/OR endodontic treatment. A three-stage screening, where titles and
abstracts were analyzed separately and if they met the inclusion criteria, full text
analyses were performed to increase screening precision. Only clinical trials and case

series written in English were included.

Endodontic therapy on patients using bisphosphonates

Radiographic healing of periapical lesions have been tested comparing patients with
long-term use of oral bisphosphonates to control. Hsiao et al. (10) did not find any
statistical difference between groups with or without regular use of bisphosphonates at
follow up. The authors performed a retrospective clinical and radiographic study with a
total of 28 subjects (34 teeth) on the test group and 30 control patients (38 teeth) at
follow up after endodontic treatment or retreatment. The median recall time was 14
months for the test group and 13 for the control.

Xiong et al. (11) have found a positive relation on periapical lesion reduction of
estrogen-deficient rats that received alendronate when compared to control animals.
The author induced periapical lesions and compared control group to ovarectomized
(OVX) animals, divided in 2 test groups: OVX and OVX under alendronate (ALD)

medication. The results revealed that OVX animals had a higher amount of periapical
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bone loss compared to control and OVX + ALD groups, indicating a positive effect of
ALD on reducing bone loss when periapical lesions were induced. The author also
evaluated the enzymehistochemical function of osteoclastic activity and found that the
periapical presence of such cells was reduced under the use of ALD when compared to
OVX group that did not receive medication.

External cervical resorption pathogenesis and etiology are not well understood.
Patel et al. (12) have described 3 case series of external cervical resorption that the
author attributes to bisphosphonate intake as a predisposing factor. The patients
diagnosed with resorption had no history of the several classic potential predisposing
factors for resorption such as trauma, orthodontic and/or periodontal treatment,
bleaching and genetic predisposition. All of them had been on oral bisphosphonates

treating osteoporosis for at least 5 years.

Guidelines of endodontic treatment for patients under BP therapy

Patients should always perform dental examination and treatment, when needed,
prior to starting BP medication. Prevention seems to be a way to reduce further risks of
complications (4,13). The American Dental Association has suggested that patients at
risk of ONJ should be referred for noninvasive dental treatment (14). Endodontic
treatment is less invasive and is preferred when compared to extraction of decayed
teeth. Endodontic treatment can be responsible for reducing the presence of infection,
and so it might have an impact on preventing future ONJ as such disease seems to
have a direct relation with dental infection (2,14-15). Around 60% of ONJ occurs after
surgical procedures (16). Increased risks, from 5 to 21 fold, were found for ONJ
considering patients under the use of BP who were exposed to surgical procedures (16).
Endodontic treatment has not been associated to be a risk factor for ONJ (2, 4).

As the use of BP and its risk for ONJ is related to the cumulative dosage effect of
the drug, it has been suggested that individuals on oral BP for less than 3 years are not
at risk (2,4,6). Marx (4) suggests that whenever a patient is taking an oral BP for more
than 3 years and needs a dental procedure, the medication should be suspended 3
months previously. The author also suggests to perform C-terminal cross-linking
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telopeptide of type | collagen (CTX) serum test before oral procedures (4).

CTX is a bone turnover marker and can be assessed by blood serum laboratory
tests (3, 7). According to Marx (4) values over 150 pg/mL are associated to a minimal
risk for developing ONJ. The utility of such exam is to correlate that individuals using BP
with a low level of bone turn over could be at risk of ONJ as it measures the degree of
bone turnover suppression. According to the author if CTX values are under 100 pg/mL
there is a high risk for ONJ (4).

Single-dose amoxicillin antibiotic prophylaxis may benefit patients with infected
endodontic disease that are using oral BP for 3 or more years as well as for individuals

treated with IV BP. If the patient is allergic to amoxicillin, clindamycin is another choice

(5).

Rubber dam clamp has been related to ONJ. It has been suggested that
endodontic procedures should be performed with extreme care regarding tissue

manipulation when performing endodontic treatments (18).

Recommendations involving endodontic treatment (history of IV BP or more than 3
years of oral BP)

- Endodontic treatment is preferable to surgical procedures (14-15).

- In case of patients with history of IV BF surgical procedures are not indicated (14-
15).

- Instrumentation beyond the apex should be avoided (15).

- If needed, surgical procedures should be as conservative as possible and the
patient needs to consent for possible risk of ONJ (4,14-15).

- Use of antibiotic prophylaxis for patients at risk (5).

Discussion

The frequency of ONJ is quite variable. Some studies relate 7% for IV BP and
only 0,12 for oral BP (6), while others mention an unlike relation between ONJ and oral
BP and from 1,2 to 6,8% incidence in cases where IV BP was used (19). Khan at al. (8)

published an international consensus on ONJ relating prevalence from 0 to 0,04% of
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osteoporotic patients exposed to BP who develop ONJ and from 0 to 0,186% for those
who were on |V BP for cancer treatment. The data include limited prospective and
retrospective studies.

It seems that only patients who were under treatment with high doses as well as
for a longer period of time had risk for developing ONJ (20-21). It has also been reported
that only 5% of ONJ cases are associated to subjects who had been treated for
osteoporosis, while the majority of the cases are myeloma and cancer patients who
developed ONJ after IV BP prescription. Depending on the treatment one has to bear in
mind that adjunctive drugs are prescribed such as glucocorticoids. Reid et al. (19)

reported that it was not possible to explain why ONJ was more frequent in some cancer
types.

Marx (4) suggests the suspension of oral BP 3 months prior to dental procedures
but the ADA Dental Management of Patients Receiving Oral Bisphosphonate Therapy-
Expert Panel Recommendations (15) describes that discontinuation of the medication
may not reduce or eliminate the risks. As most of the dental protocols for preventing
ONJ are based on experts opinion, suspension of the medication it is not a consensus
as a protocol.

Adding CTX test as another preventive measure is quite controversial as well.
Marx attributes the data from CTX as a mean for assessing ONJ risk. The serum exam
determines the level of bone metabolism (4, 22). The author tested such hypothesis by
performing CTX serum exam up to 6 months after suspending oral BP on female
patients who were diagnosed with ONJ. The CTX results presented a longitudinal
increase at follow up, from mean 73 pg/mL at baseline to 228 pg/mL after 6 months
without BP intake (22). Kwon et al. (23) has published a retrospective study comparing
CTX from ONJ patients to CTX from control patients, who did not develop ONJ, but were
also medicated with oral BP. The results showed a lower CTX level on ONJ patients
(93.2 mg/pL) when compared to control (125 pg/dL) but the mean between the groups
was not significant (p= 0.12). It is unknown how efficient CTX data is in terms of
predictability (8). CTX serum test might be a useful tool for prevention but well-
controlled randomized clinical trials should be performed (24) to test such hypothesis.
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After developing ONJ withdrawing treatment with BP seems not to influence on its
healing pattern (25). Abu-Id et al (26) published a case series observation reporting ONJ
in patients with a history of IV BP intake from 6 up to 60 months.

As surgical procedures are more related to start ONJ, noninvasive endodontic
treatment is recommended as a way to avoid extractions (14-16, 27). There are no
scientific evidences of the risks that nonsurgical endodontic treatment may have on
ONJ. Moinzadeh et al. (28) also refers the possible need for antibiotics prophylaxis for
patients who are referred for endodontic treatment of necrotic teeth since extrusion of
debris beyond the apex is considered a normal event. Since there might be a microbial
factor associated to ONJ, antibiotics might help to prevent lesions when treating patients
who are or have been medicated with BP (29). Marx et al (22) have also reported
possible multiple co-morbidity factors associated with ONJ such as periodontal disease,
decay and dental abscesses. It seems that general oral health should be targeted
especially when dealing with BP patients, not only avoiding surgical procedures but also
solving the above described conditions. Considering that it has been shown a possible
relation of bacterial infection as biofilms in ONJ sites (29), maintenance of low level of
oral bacteria might influence the progression of ONJ. According to the National Health
Service (NHS) Clinical Guidance for patients prescribed BP (30), it has been
recommended that, if possible, surgical procedures should be avoided when dealing
with patients that are fit into an increased risk for developing ONJ. The NHS classifies as
high-risk, individuals who have a history of IV BP, BP associated with
immunosuppressant or previous history of ONJ (30). Avoiding a more invasive
procedure is a consensus among research articles, but evidence based management is

still lacking.

Gallego et al. (18) have published a case report of a patient who was referred for
endodontic treatment in order to benefit from an atraumatic procedure, avoiding tooth
extraction. The patient had been treated with Zoledronic Acid for multiple myeloma and
had a history of ONJ, which had been treated and solved. According to the authors, after
endodontic treatment, soft tissue lesions caused by the manipulation of the rubber dam
clamp might have triggered another area of ONJ. There are not many evidence-based
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data on ONJ causes. Therefore one should assume that extreme care should be taken
on soft tissue manipulation, even considering the possibility of avoiding the use of
rubber dam clamp when possible.

Hsiao et al. (10) did not find any statistical difference between the groups at
radiographic healing follow-up of periapical lesions comparing patients with long term
use of oral bisphosphonates to control. Xiong et al. (11) have found a positive relation
on periapical lesion reduction of estrogen-deficient rats that received alendronate when
compared to control animals. Patel et al. (12) have described a 3 case series of external
cervical resorption and all of the patients had been on oral bisphosphonates treating
osteoporosis for at least 5 year. Even being a low level of evidence, as most of the
subjects correlating BP and endodontic conditions, observation should be taken on

further similar situations.
Conclusions

Risks and benefits of the use of BP have to be taken into account when referring
a patient for treatment with such medication. The low incidence of ONJ reported when
dealing with oral BP does not justify the lack of care when dealing with dental clinical

situations.

In conclusion the use of BP has been associated to clinical complications in the
dental field as a side effect of its long-term intake. Endodontic treatment may play an
important role on dealing with such patients by probably preventing further complications
such as ONJ. Also, BP might affect the healing of endodontic treatment and clinicians
may face different results when treating those patients.
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Table 1 — Types of bisphosphonates, indication, nitrogen containing, route and potency

Bisphosphonate

(name)
Etidronate
(Didronel)

Tiludronate
(Skelid)
Alendronate
(Fosamax)
Residronante
(Actonel)
Ibandronate
(Boniva)
Pamidronate
(Aredia)
Zoledronate
(Zometa)

Primary
Indication
Paget
disease
Paget
disease

Osteoporosis
Osteoporosis
Osteoporosis
Bone
metastasis

Bone

metastasis

Nitrogen

No

No

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Route of

administration

Oral

Oral

Oral

Oral

Oral

Intravenous

Intravenous

Relative
Potency
1
50
1000
1000
1000
1000 —

5000
10000+
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5. DISCUSSAO

Devido ao aumento na expectativa de vida da populagdo mundial, dentistas
envolvidos em reabilitacbes orais associadas a necessidade de procedimentos
regenerativos, tratardo, cada vez mais, pacientes que apresentam osteoporose e usam
medicados para tal, especialmente bisfosfonatos (BF). Dados cientificos associam a
osteoporose com alteragbes na formagao 6ssea e osseointegracdo de implantes (FINI
et al., 2004; ERDOGAN et al., 2007), assim como na cicatrizacdo de procedimentos
regenerativos (LUIZE et al., 2008). Porém outros estudos n&do demonstraram influéncia
da osteoporose na cicatrizagdo 6ssea (ZELLIN et al., 2003). Somado a isto, apenas
informacdes limitadas existem na literatura sobre a capacidade de reconstru¢des buco-
maxilo-faciais de defeitos O0sseos, em individuos diagnosticados com osteoporose,
assim como sobre a influéncia do uso de medicagbes para tal patologia, nos
procedimentos regenerativos (TSOLAKI et al, 2009; DONOS et al., 2015).

O presente estudo utilizou modelo de osteoporose induzida em ratas, com 6
meses de idade e defeitos criticos (CSD) de 5 mm, em osso parietal, bilateralmente,
sendo um lado teste (ROG) e outro controle. Foi avaliado o potencial regenerativo em
condigbes de osteoporose, com e sem o uso de AZ comparado a um grupo controle
saudavel. Ratas ovariectomizadas sédo consideradas um excelente modelo pré-clinico
para estudos de osteoporose, pois simula claramente o quadro metabdlico da doenca
assim como a reposta as terapias (JEE; YAO, 2001), sendo amplamente utilizado, é
recomendado pelo FDA (Food and Drug Administration) para pesquisas sobre o tema
(TURNER, 2001; EGERMANN et al., 2005). A ovariectomia (OVX) é necessaria tendo
em vista que osteoporose ocorre de forma espontanea somente em humanos e em
alguns primatas (GLOSEL et al., 2010). Associando-se OVX a uma dieta hipocalcica,
ocorre maior potencial de causar redugcdao de DMO, tanto em osso cortical como
medular (LILL et al., 2002), enquanto ovariectomia, de forma isolada, apresenta mais
potencial de reducdo O0ssea em osso medular somente (SHEN et al., 1995). OVX
provoca a reducdo dos niveis de estrogeno em animais, causando osteoporose e
simulando os eventos da menopausa de humanos (TURNER, 2001). A osteoporose é
multifatorial, podendo ser induzida, em estudos in vivo, por horménios, fatores de

crescimento, citocinas, agentes farmacologicos e por estimulos de suspensédo de
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exercicios fisicos por imobilidade (BELLIDO; PLOTKIN, 2011). Porém ovariectomia e
dieta hipocalcica foram as escolhas feitas, pelo autores deste estudo, como as mais
viaveis para a execugdo desta pesquisa. Foram utilizadas amostras com ratas de 6
meses de idade, no inicio do estudo, pois acredita-se que a resposta a inducdo da
osteoporose seja mais eficaz do que em animais mais novos (FRANCISCO et al., 2001;
LELOVAS et al., 2008). Osteoporose pode ser confirmada através de mudangas
morfologicas avaliadas histologicamente, como o aumento nos espagos medulares e do
volume adiposo entre as trabéculas do tecido ésseo (VERNA et al., 2002; LELOVAS et
al., 2008).

Segundo Donos et al. (2015) caracteristicas fisiologicas e anatdmicas devem ser
levadas em conta para as demandas de um estudo. Ratos e outros pequenos animais
sdo faceis de manipular, cuidar e apresentam um bom controle genético, evitando
alteracdes que possam repercutir em diferentes caracteristicas entre animais da mesma
amostra. Apesar de nao ser possivel extrapolar os resultados das pesquisas com
animais diretamente para uso em humanos, € o ponto de partida para tal (DONOS et
al., 2015).

Vejgel et al. (2013) realizou uma revisdo sistematica em defeitos criticos
concluindo que, apesar de considerar necessario mais estudos para estandardizar
modelos em calvaria de ratos, defeitos de 5 mm podem ser considerados criticos
(CSD), ou seja, nao tem potencial de regenerar de forma esponténea. A area operada
de escolha foi a calvaria, sendo que foram realizados defeitos de 5 mm de diametro
pois esta dimensao permite realizar duas cavidades, bilateralmente, uma teste e outra
controle. No presente estudo, em nenhuma das amostras controle, ocorreu
regeneracao 6ssea com o fechamento completo das cavidades, em ambos os periodos
de observacdo, 30 e 60 dias. Somente limitada quantidade de osso foi formada, nas
bordas dos defeitos, ndo havendo diferengas estatisticas entre os grupos, comprovando
qgue os defeitos 0sseos criados, nesta pesquisa, sdo comprovadamente criticos e estao
de acordo com outras publicagdes na literatura (MARDAS et al., 2002; DONOS et al.,
2004; STAVROPOULOQOS et al., 2015). CSD sao modelos amplamente utilizados e
permitem avaliar ROG de maneira padronizada (DONQOS et al., 2015).

Membranas densas nao expandidas e microporosas de PTFE



86

(politetrafluoretileno) foram utilizadas para ROG, nos defeitos teste, sendo responsaveis
pela formagédo de novo osso (p=0.000) quando comparado ao controle, deixado sem
membranas. Os resultados confirmam dados prévios de que membranas de PTFE
promovem ROG e sdo adequadas para este objetivo (MAROUF; EL-GUINDI 2000,
DONOS et al., 2011). No presente estudo foi utilizada a técnica de duas membranas,
uma interna, sobre a dura-mater e outra, externa, em contato com o perioésteo, estando
tal protocolo de acordo com estudos prévios (DONOS et al., 2004; DONOS et al., 2015).
Existem duas geragbes de membranas de PTFE, as n&o expandidas (n-PTFE),
utilizadas neste estudo, e as expandidas (e-PTFE), sendo que as ultimas s&o
consideradas melhores para adaptacdo dos tecidos moles, pela macroporosidade da
sua superficie. Por outro lado, estudos demonstraram maior risco de contaminagao
precoce devido a porosidade, comprometendo a ROG sob tais membranas (DONOS et
al., 2002). Apesar de amplamente utilizadas, ndo existem confirmag¢des na literatura
sobre a superioridade de um tipo de membrana de PTFE sobre a outra (CARBONELL
et al., 2014). Membranas de n-PTFE apresentam resisténcia estrutural que permite um
adequado potencial oclusivo, evitando que a mesma colabe dentro do CSD, o que
causaria diminuigdo da area, influenciando negativamente na ROG. Somado a isso, por
serem nao reabsorviveis, permitem um melhor controle sobre o tempo de sua
permanéncia ao longo de todo o periodo experimental (CARBONELL et al., 2014).
Dados histoloégicos do presente estudo mostram que a osteoporose induzida em
ratas ovariectomizadas provocou um efeito negativo moderado na regeneragao o0ssea
(tabela 4, artigo 1). A formag&o de novo osso em animais OVX foi menor tanto em
amostras com ROG como nas que ndo receberam membranas, em ambos os tempos
de observacdo, quando comparados com animais controle (C). Nos defeitos tratados
com ROG de animais OVX houve diferencas qualitativas comparando-os com animais
saudaveis, caracterizando-se em espagos medulares maiores, preenchidos por
adipdcitos, além de sua cortical apresentar-se mais fina. Os dados deste estudo pré-
clinico estdo de acordo com outros que identificaram alteragdes na cicatrizacdo 0ssea
em fraturas de ossos longos (NAMKUNG-MATHAI et al., 2001; OLIVER et al., 2013), de
enxertos 0sseos (KIM et al., 2004) assim como na formag&do Ossea além do envelope

do esqueleto (MARDAS et al.,, 2011) em animais ovariectomizados. Por outro lado, ao
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contrario do presente estudo, outros ndo demonstraram um efeito negativo da
osteoporose sobre fraturas de ossos longos (KUBO et al., 1999), enxertos Osseos
(NASCIMENTO et al., 2009) ou sobre a osseointegragao de implantes dentarios. Muitas
variaveis podem influenciar a existéncia de resultados divergentes, como o tipo de
modelo animal adotado (TURNER, 2001; EGERMANN et al., 2005), a idade, a regiéo
anatdémica, o tempo de OVX (GLOSEL et al., 2010; LELOVAS et al., 2008; FRANCISCO
et al., 2011), as dimensdes, a localizacdo dos defeitos assim como a metodologia
utilizada para avaliagdo da regeneragéo (GLOSEL et al., 2010).

No presente estudo, acido zoledrénico (AZ) foi aplicado em um dos grupos teste,
como forma de tratamento para a osteoporose. Observou-se que o farmaco foi
responsavel por aumentar a espessura trabecular e diminuir os espagos medulares dos
animais osteoporoticos, de forma estatisticamente significativa (p=0,001), quando
comparados ao grupo osteoporotico que n&o recebeu tratamento com o farmaco.
Resultados semelhantes ja foram descritos, em tratamentos locais de superficies de
implantes, com AZ, demonstrando aumento na densidade do osso periimplantar assim
como no torque de remocdo de implantes (PETER et al., 2006; STADELMANN et al.,
2009). Astrand et al. (2006) demonstrou que administragdo sistémica de AZ preveniu a
reabsorgcédo de enxerto alégeno e aumentou a estabilidade do tecido 6sseo regenerado,
dentro de cameras Osseas criadas cirurgicamente, em tibias de ratas. BF agem,
primariamente, sobre os osteoclastos, provocando a sua apoptose, reduzindo a
reabsorcéo do tecido 6sseo e, tendo em vista que este evento esta diretamente ligado a
neoformac&o, ocorre uma redugdo na taxa de remodelamento 6sseo (MARX, 2007).
Porém alguns estudos in vivo e in vitro colocaram em discuss&o a agao do BF somente
sobre os osteoclastos, sugerindo que bisfosfonatos podem agir estimulando a
diferenciagdo e proliferacdo de células osteogénicas, o que resulta no aumento da
mineralizagdo do tecido ésseo (BELLIDO; PLOTKIN, 2011). Dados in vitro suportam a
hipétese que BF estimulam a formacao de osteoblastos que, por sua vez, através da
liberacdo de fatores celulares, inibem a formacédo de osteoclastos (PAPAPOULOS et
al., 2009). Por outro lado, estudos associam a presenca de BF diretamente ligada a
inibicdo da diferenciagédo de osteoblastos (ORRISS et al., 2009). Esta contradigdo pode

ser causada pelas diferentes concentragdes do farmaco nos diferentes estudos, sendo
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que o efeito proliferativo do BF sobre os osteoblastos ocorreu em concentragdes
menores (BELLIDO; PLOTKIN, 2011). Analises realizadas em humanos apontaram
para um aumento nas taxas de deposicdo mineral, ao utilizarem AZ por 3 anos
(RECKER et al., 2008). Segundo Bellido e Plotkin (2011) as evidéncias sugerem que
BF influenciam positivamente na formacdo 6ssea, mesmo causando diminuicdo do
remodelamento do tecido duro, agindo diretamente sobre os osteoblastos e ostedcitos,
nao somente nos osteoclastos.

No presente estudo utilizamos uma dose unica de AZ, assim como Li et al.
(2014), que demonstrou redugcédo na expressao do gene associado a diferenciagao de
adipdcitos, reduzindo a adipocitogénese no tecido 6sseo medular, em modelo de ratas
osteopordticas. As células mesenquimais indiferenciadas da medula sao multipotentes,
ou seja, podem diferenciar-se em osteoblastos, adipodcitos e fibroblastos, entre outros. A
diferenciagdo em adipdcitos provoca supressdo da diferenciagdo dos osteoblastos,
sendo que sinais intracelulares de formagdo e remodelamento (fator de transcricéo 2)
sédo suprimidos (MURUGANANDAN et al., 2009). A possivel agao anti adipdcitogénica
do AZ pode contribuir para o seu efeito anabdlico, estimulando a mineralizagéo atraves
de um volume maior de células que se diferenciam em osteoblastos. Knoch et al.
(2005), em um estudo in vitro, testou o uso de AZ em células medulares mesenquimais
indiferenciadas e obteve como resultado efeito anabdlico de estimulo da expressao de
genes responsaveis pela diferenciagdo destas células em osteoblastos, além da
inibicho das atividades osteoclasticas. BF apresentam grande afinidade por
osteoblastos, que, em contato com o farmaco, permitem a sua penetracdo celular
através da abertura de hemicanais na membrana celular, resultando na ativacdo de
ERKSs (extracellular signal-regulated kinases), que sdo quinases. Estas quinases s&o as
moléculas responsaveis por transferir grupos fosfato (fosforilagdo) para moléculas alvo
dentro da célula e que causardao um retardo na morte celular dos osteoblastos. Ainda
nao foi possivel identificar seguramente qual é o receptor que liga os BF a membrana
extracellular dos osteoblastos (BELLIDO; PLOTKIN, 2011). Nosso grupo de pesquisa
nao foi avaliou o efeito do AZ em animais saudaveis, para critério de comparacao,
tendo em vista que ndo tinhamos um grupo controle que recebera AZ. Porém é de

longa data a observagdo de que quando BF ndo s&do administrados em excesso,
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espera-se efeito de melhora nas propriedades biomecanicas do tecido 6sseo, tanto em
modelos de animais osteoporoticos quanto em animais saudaveis (FERRETTI et al,,
1995).

Publicada pela primeira vez em 2003 (MARX, 2003), osteonecrose dos maxilares
(ON) esta associada ao crescente numero de pacientes medicados com bisfosfonatos,
especialmente aos que sao submetidos a cirurgias orais. A maior incidéncia dos casos
de ON ocorre em pacientes com cancer, expostos ao AZ, na dose usual de 4 mg a cada
3 semanas, endovenoso. O risco relativo destes pacientes em desenvolverem ON é de
50-100 vezes quando comparados a pacientes medicados com placebo. Por outro lado,
uma dose anual (5mg/ano), para tratamento de osteoporose, parece ter o mesmo efeito
causal de ON do que o placebo, apresentando uma incidéncia de 0,017-0,04%,
enquanto que os pacientes com cancer medicados com AZ apresentaram ONJ em 0,7—
6,7% dos casos (RUGGIERO et al, 2014). Demais publicagcbes descrevem
comprometimento da cicatrizacdo do tecido 6sseo, em sitios pos extragao, apds doses
endovenosas repetidas de AZ em ratos (HIKITA et al., 2009) e em caes (ALLEN et al.,
2010).

A duracédo e a dose de AZ administrada em ratos (SILVA et al., 2015) e em
humanos (RUGGIERO et al., 2014) pode influenciar na ocorréncia de ON nos
maxilares. Segundo Russel (2007) a dose total de BF é o fator determinante dos seus
efeitos farmacoloégicos. Em um ensaio clinico randomizado, duplo cego, Black et al.
(2007) comparou dois grupos de pacientes osteoporoéticos. Uma dose anual de AZ foi
administrada em 3889 pacientes enquanto o grupo controle, com 3876 individuos,
recebeu uma dose de placebo. Os autores concluiram que a dose uUnica de AZ foi
capaz de reduzir o risco de fraturas vertebrais em até 70%, sendo os efeitos colaterais
semelhantes para ambos os grupos. Acreditamos que o uso de uma pequena e unica
dose de AZ (0,1mg/kg) mostrou-se eficaz em reduzir os efeitos da osteoporose e que,
somado ao fato de a regido anatdbmica utilizada no presente experimento foi a calota
craniana, sejam as possiveis explicagbes para a auséncia absoluta de sinais de
osteonecrose ou qualquer tipo de evidéncia de comprometimento cicatricial, estando de
acordo com estudos prévios (LI et al., 2014a; SILVA et al., 2015).

Avaliagbes dos efeitos dos bisfosfonatos sobre osteoblastos e ostedcitos séo
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necessarias para um melhor entendimento do potencial benéfico desta droga, em
variadas dosagens. Assim, os resultados desta pesquisa devem ser avaliados levando-
se em conta que n&o € possivel extrapolar os dados aqui apresentados para humanos.
Pesquisas em animais de maior porte e em humanos sao necessarias. Desta maneira
sera possivel desvelar as propriedades e limitacbes destes materiais que, no momento,
podem trazer alento ou preocupacgao para os que dele fazem uso. No entender dos
autores deste estudo, existe campo fértil para futuras investigagcdes e aplicagao clinica

em um prazo n&o muito longo.
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6. CONCLUSOES

A partir dos dados do presente estudo pode-se concluir que:

1.

Membranas n-PTFE sdo capazes de promover ROG de defeitos criticos em
calvarias de ratas tanto osteoporéticas quanto saudaveis. A osteoporose nao
influenciou as propriedades da membrana, embora qualitativamente o tecido
0sseo se apresentasse menos estruturado que nas ratas nao osteoporéticas.

Tratamento com uma dose unica de acido zoledrdnico parece influenciar de

forma positiva a regeneragao 6ssea na presencga de osteoporose.
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