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RESUMO

Sabe-se que 0 uso prolongado do acool em excesso produz ateracdes em varios

tecidos corporais, inclusive no 6sseo. E de conhecimento geral que a quantidade de defeitos



0sseos criados cirurgicamente e pelos varios tipos de acidentes tém aumentado, e que existe
uma preocupacdo muito grande de produzir substancias que acelerem a neoformacéo éssea que
preencham estas cavidades. Baseado no exposto anteriormente resolveu-se redlizar este
trabalho com o objetivo de observar histologicamente se o uso da mistura das substéncias Gen-
pro® e Gen-ox® interfere na neoformaco dssea de animais submetidos ao alcoolismo de vérios
graus de concentracdo, e se 0 aumento da concentracdo do dcool também interfere neste
fendbmeno. Para isso foram utilizados 64 ratos machos (Rattus norvegicus), divididos em 4
grupos de 16 animais cada, assim distribuidos: Grupo controle (C) — animais que ndo
receberam alcool; Grupos Experimentais I, |1 e Ill (El, Ell e Elll, respectivamente) - animais
que foram submetidos a alcoolizacdo de 6%, 15% e 25% respectivamente, por um periodo de
90 dias. Apos este periodo a tibia esquerda de todos animais foi submetida a uma cirurgia onde
se realizaram duas cavidades no sentido longitudinal, sendo que na superior ndo foi usada
nenhuma substancia para preencher a cavidade, e ainferior foi preenchida com uma mistura de
Genpro® e Gen-ox®. Quatro animais de cada grupo foram sacrificados em periodos de 10, 20,
40 e 60 dias contados a partir do dia da cirurgia experimental, para retirada de parte datibia,
onde as lojas cirlrgicas foram redlizadas. Os blocos retirados foram processados
histologicamente e submetidos as coloragbes de HE e tricrébmico de Masson, para observacéo
e avaliacdo da neoformacdo éssea. Os resultados mostraram que: na cavidade sem material
implantar a neoformac@o Ossea € decrescente de acordo com o aumento da concentracdo
alcodlica e a neoformagdo dssea foi maior do que na cavidade com material implantar; na
cavidade com material implantar a reparacdo Ossea foi menor nos grupos dos animais
submetidos a uma maior concentragdo de dcool. Baseado nesses resultados pode-se concluir
gue: a dieta alcodlica interferiu de maneira negativa na neoformacéo 0ssea tanto nos animais
gue ndo usaram material implantar, como nos animais que utilizaram material implantar para
auxiliar na reparacéo 6ssea e que o material implantar ndo acelerou o processo de reparacéo

6ssea nos animais ndo submetidos ao alcoolismo.

Palavras-chave: rato, tibia, alcool, hidroxiapatita, 0sso desmineralizado.

ABSTRACT

It had known the extensive use of acohol in excess produces changes in many corporal tissues,
including at osseous tissues. It is general knowledge the quantity of osseous defects surgically

created and by the many types of accidents have increased and exists a great worry in producing



substances that speed up osseous neoformation and fill in these sockets. Based in the present, it
had solved come true this study with the purpose to observe histologicaly if the mixture use of
substances Gen-pro® and Gen-ox® interfere at the osseous neoformation in animals submitted
to alcoholism in many concentration degrees and if the increase of acohol concentration also
interfere in this phenomenon. For this, it had been used 64 male rats (Rattus norvegicus),
divided in four groups of 16 animals each one, distributed: Control group (C) — animals had not
received acohol; Experimental groups|, Il and 111 (El, EIl and Elll, respectively) — animals that
had been submitted to alcohol of 6%, 15% and 25%, respectively, for a period of 90 days.
After this period, left tibia of all animals had been submitted to a surgery that was came true
two sockets at longitudina direction it had been at the top had not been used any substance to
fill in the socket, and the inferior had been filled in with a mixture of Gen-pro® and Gen-ox®.
Four animals of each group had been sacrificed in a period of 10, 20, 40 and 60 days, counted
from the day of the experimenta surgery, to withdraw part of the tibia, where the surgical store
had been came true. The withdraw blocks had been processed histologically and had been
submitted to he HE stain and Masson trichromic, to observation and evaluation of osseous

neoformation.

Key-words: rat, tibia, acohol, hydroxyapatite, demineralized bone.
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1. INTRODUCAO

E de conhecimento geral que a quantidade de defeitos Gsseos criados
cirurgicamente e pelos varios tipos de acidentes, em préticas esportivas e automobilisticas,
entre outras causas, tem aumentado, e existe uma preocupacd muito grande de produzir
substancias que acelerem a neoformagao dssea que preencham essas cavidades.

A medicing, principalmente na &rea ortopédica, e a odontologia, nas areas da
periodontia, cirurgia e implantodontia, buscam a utilizagdo de materiais naturais, artificiais ou

sintéticos que substituam total ou parcialmente, restaurem ou aumentem os tecido bioldgicos,



incluindo o tecido 6sseo. Neste sentido surgiram nas Ultimas décadas, os biomateriais, que tem
se fundamentando em bases cientificas fortes e corretas (LEGERONS & PENUGONDA,
1983).

O desenvolvimento dos biomateriais resulta de projetos de pesguisas que integram
dois grandes conjuntos de atributos. a interdisciplinaridade e a multidisciplinaridade, pois
necessitam de conhecimentos provenientes de diversas areas que devem satisfazer uma série de
pré-requisitos para a sua aplicacéo (GUSTALDI, 2004; BUCHAIM, 2004).

De acordo com a Sociedade Européia de Biomateriais, biomaterial é qualquer
substancia, droga, combinacdo de substancias de origem natural ou sintética que pode ser usada
por um periodo como parte de sistema tratado ou como reposicao de algum tecido, 6rgdo ou
funcéo do corpo.

Os biomateriais, além de ouras exigéncias devem apresentar requisitos essenciais
como biocompatibilidade local-sistémica e biofuncionalidade. Assim, um material serd
biocompativel quando for aplicado no sistema biol6gico, com um determinado objetivo, sem
provocar efeitos toxicos ou injurias (CARVALHO et al., 2004).

Ent&o foram desenvolvidos materiais que, além da biocompatibilidade,
apresentem potencia osteocondutor e osteindutor, acel erando a regeneracéo do tecido ésseo,
além da formacéo de um osso de melhor qualidade.

Entre os biomateriais osteoindutores surgiram as Proteinas M orfogenéticas
Osseas (BMP), ou Fatores de Crescimento Osseo (SATO & URIST, 1985), que
associado a materiais osteocondutores tém demonstrado bons resultados clinicos e
histol6gicos (CHEUNG & TOFE, 1993; ZANER & YUKNA, 1984).

De acordo com Bikle (1993) o alcoolismo € um dos maiores problemas médicos e
sociais de quase todas as sociedades neste século, mas a aceitagdo de que 0 uso abusivo do
alcool possalevar a doencas Gsseas € recente.

O uso prolongado de acool em excesso causa uma multiplicidade de
anormalidades clinicas, bioguimicas e eletrofisioldgicas, que estdo associadas com doencas do
figado, sistema neuromuscular, coracéo e cérebro (SPENCER et al., 1986). No tecido 0sseo,
comparativamente com outros tecidos, a concentracdo de dcool é baixa, mas as alteracdes
ocorrem de acordo com o tempo do uso dadroga (FISH & NELSON, 1942).

Numerosos estudos relatam que o consumo cronico de dcool interfere no
metabolismo 6sseo. O efeito da intoxicacdo aguda causada pelo alcool tem sido muito

documentado, tanto em humanos quanto em animais experimentais. Estudos em animais, sobre



com o uso abusivo do acool, sugerem gue o etanol inibe o crescimento 6sseo e interfere no
processo de reparacdo de fraturas. (ELMALI et a., 2002).

Segundo Dyer et d. (1998) estudos que investigaram “in vitro” os efeitos do acool
sobre 0 0sso, demonstraram uma diminuicdo no nimero e funcdo de células osteoblasticas. O
alcoolismo esta associado também com o aumento do risco de fraturas e incidéncia da
osteoporose.

A osteoporose ndo tem cura, mas a prevencdo é essencial. No Brasil atinge 10
milhdes de pessoas e 3 em cada 4 diagnosticos sdo realizados somente depois da primeira
fratura o que levam a 80.000 fraturas de quadril por ano, onde desses 15.000 morrem. As
mulheres s8o 04 vezes mais susceptivels que os homens e, depois da menopausa, 01 em cada
03 mulheres est@o condenadas ater a doenca (PASTORE, 1997).

Spencer et a, afirmaram em 1986, que o acoolismo cronico provoca alteragcdes no
tecido 6sseo. Entretanto, essas ateracOes apresentam menor interesse em serem estudadas,
devido a presenca de outras complicagcfes mais srias do alcoolismo cronico e agudo. Mas
com o passar do tempo notou-se que os efeitos do dcool no tecido ésseo sG0 menos
conhecidos, mas 0 Sseu Uso excessivo em longo prazo também afeta esse tecido e pode exercer
uma importante fungdo na causa de extensas perdas 0sseas e osteoporose (PARRA-CABRERA
et a., 1994; KLEIN & CARLOS, 1995; GARCIA-SANCHEZ et al., 1995; KLEIN et a., 1996;
KIM et a., 2003).

Considerando que na literatura consultada ndo foram encontrados dados relacionando
o efeito do alcool na regeneracdo do tecido 6sseo em lojas cirdrgicas preenchidas com
biomaterais ostecondutores (Gen-ox®) associado a BMP (Gen-pro®), decidiu-se realizar este

trabalho com o interesse em avaliar as caracteristicas histomorfol 6gicas desse fato.



2. REVISAO DA LITERATURA

O dcool é uma substancia que ndo atua em um Unico tipo de tecido, a sua acdo é
geral, e, portanto poder-se-ia dizer que ele € multifatorial, atingindo véarios 6rgéos ab mesmo
tempo, alguns de formadireta e outros de formaindireta. Por isso, pensou-se em fazer uma
divisdo narevisdo daliteratura mostrando inicialmente a agdo desta droga em todos 0s

sitemas, para a seguir mostra o seu efeito no sistema esquel ético.
2.1 Efeitos do alcool em geral
Atualmente € grande a preocupacdo das areas, médica e odontoldgica, quanto a

perda Ossea associada ao alcoolismo, devida em muitos casos ao surgimento de tecido fibroso

onde deveria formar tecido 6sseo. Assim, a area de biomateriais para utilizacdo em clinica



médica-odontol 6gica foi uma das que apresentou extraordinario desenvolvimento na dltima
década e esta em crescente desenvolvimento.

Jaem 1942 Fish & Nelson analisaram a distribui¢do do alcool em tecidos de ratos,
por meio de injegdo intraperitoneal desta substancia, onde verificaram maiores concentragoes
no baco, cérebro, coracdo e rim. E, ao contrario desses resultados, encontraram menores
concentragdes nos tecidos, muscular e 6sseo.

Em 1955, Owens & Marshall concluiram em seus experimentos em ratos, que a
velocidade de declinio da concentracdo de alcool no sangue é constante, independente da
guantidade existente.

Para observar os efeitos do &cool sobre o crescimento, Ratcliffe em 1972,
administrou doses crescentes de etanol de 2,5% a 25% em ratos durante sete semanas. Ele
verificou que o etanol promove uma agdo depressiva sobre o hipotdlamo, provocando uma
reducdo na secrecdo do horménio do crescimento, produzida pela porcéo anterior da glandula
pituitéria. O autor concluiu que o uso prolongado do etanol induziu a um retardo harmonioso no
crescimento dos animais.

Willis et al (1983) relataram que as fungdes do tracto reprodutivo masculino séo
sensiveis ao uso do etanol, produzindo uma diminuicéo dos niveis de testosterona, reducéo no
tamanho testicular e peso dos 6rgdos sexuais, decréscimo na espermatogénese, aumento de
células germinativas imaturas dentro dos tubulos seminiferos e aumento da freqiéncia de
inatividade dos tubul os seminiferos.

De acordo com Pamer (1989), o dcool é metabolizado predominantemente no
figado, podendo enfraquecer e impedir a capacidade do mesmo em metabolizar nutrientes,
esterdides, vitaminas e outros compostos. Nesse estudo realizado no Reino Unido, onde o
alcoolismo afetava de 1 a 1,5 milhdes de pessoas, 0 pesguisador concluiu que o principal
efeito do consumo excessivo de acool seria sobre o Sistema Nervoso Central e no
comportamento socia.

AlteracBes hematopoi éticas, deficiéncias vitaminicas: vitaminas B-1, B-2, B-6, E e
vitamina C foram também encontradas em estudos realizados por Fortes (1991) em um grupo
de alcodlatras. Ele descreveu gque principamente a deficiéncia das vitaminas, E, C, zinco e
fésforo alteram o comportamento da medula éssea. No mesmo ano, St. Clair observou que o
alcoolismo seria a causa mais comum de trombocitopenia, devido a vacuolizacéo de células

precursoras da medula éssea. O autor concluiu que o efeito depressivo do dcool sobre a



medula 6ssea pode levar a anemias e diminuicdo na producdo de todos os tipos de células
sanguiness e fatores de coagul acéo.

O acoolismo pode levar a vérios problemas fisicos e mentais, em individuos de
qualquer idade. Alguns dos problemas mais importantes, principalmente em idosos alcodlicos
sd0: enfraguecimento do sistema imune, aumento da incidéncia da hipertensdo arterial, arritmia
cardiaca, infarto do miocardio, de derrames, cancer esofégico, cirrose e outras doencas
hepéticas (SMITH, 1995).

Ainda em 1995, Lin et a. estudaram os efeitos de diabetes materna e ingestéo de
acool, separadamente e em combinacdo, sobre o crescimento fetal e seu desenvolvimento em
ratas gravidas onde concluiram que a administracdo de acool maternal potencializava os
efeitos de diabetes maternal, aumentava a incidéncia de malformacoes fetais e o retardo do
desenvolvimento esguel ético.

De acordo com Weinstein et al. (1996), o consumo de tabaco e dcool tem uma
importante fun¢do no desenvolvimento de doengas periodontais, diminuindo a eficiéncia das
defesas do hospedeiro. Os fumantes e alcodlatras possuem respostas menos favoraveis na
terapia periodontal, sendo entdo esses dois fatores altamente correlacionados com as doencas
periodontais e cancer oral.

Estudos realizados em ratos submetidos a dieta acodlica por longo tempo, no
periodo de crescimento, mostraram que, independente do sexo, ocorria uma diminuicao no peso
e comprimento, além de apresentarem prejuizos irreversiveis no esgquel eto, (SAMPSON, 1998;
SAMPSON et a., 1998; WEZERMAN et a., 1999).

Em protocolo de dietas alcodlicas cronicas, contendo 36% de valor calérico de
etanol, Wezerman et al. (2000), observaram que o nivel sérico do etanol esteve mantido em
110-250mg/dl.

2.2 Efeitos do alcool no tecido 6sseo

Segundo Southia (1984), ratos tratados com aguardente de cana apresentaram
alteragbes no processo de reparo alveolar. O autor utilizou um grupo controle, que recebeu
agua como dieta e um grupo experimental, que recebeu aguardente de cana 50° GI. O grupo
experimental teve uma adaptacéo gradativa ao dcool, sendo 30% por 10 dias, 60% por 10 dias
e aguardente de cana pura a partir do 21° dia por 60 dias. Ap0Os esse prazo foi realizada a
extragdo do incisivo superior direito. Foi concluido que os animais do grupo experimental

apresentaram um retardo na cronologia do processo de reparo aveolar em todos os tempos



pés-operatorios e que as trabéculas Osseas estavam preenchidas por tecido 6sseo neoformado

imaturo apés 21 dias.

Bikle et al. (1985), analisaram doencas 0sseas em oito homens brancos, com idade
variando entre 49 e 61 anos, que abusaram do consumo acool por mais de dez anos. Apesar
das diversas alteracBes nutricionais, 0s autores sugeriram que as doencgas 6sseas ocorreram
devida umainibicéo da remodelacdo Gssea por meio do mecanismo independente do hormdnio

calciotropico.

O fator subnutricdo, com deficiéncia vitaminica, € constante nos individuos
alcodlatras. Muller em 1991 estudou a influéncia da subnutricdo no processo de consolidacéo
de fraturas em tibia de ratos com restricdo alimentar e verificou que no grupo subnutrido os
animais apresentaram menor peso corporal, com caracteristicas histolégicas hepéticas de
deficiéncia protéica. Além disso, o calo de fratura desses animais foi menor, com ostedide

rarefeito em colageno.

Bikle (1993), estudando a relacdo entre doencas 0sseas e 0 uso abusivo do acool,
descreveu que a doenca Ossea predominante é a osteoporose, principalmente em homens de

meia idade, associada ao uso do cigarro.

Um ano depois, Parra-Cabrera (1994), andlisando os fatores que levam a
osteoporose, verificou que o0 mecanismo de perda Ossea envolve predominantemente a
atividade de células osteodestrutivas sobre o reparo 6sseo e mulheres perimenopausas
constituem o grupo de maior risco. O dcool e a cafeina também contribuem para uma
progressiva desmineralizacdo 6ssea, dém de fendmenos relacionados com hormonios,

hereditariedade e origem étnica.

Estudos comparativos entre homens brancos e negros, envolvendo os efeitos do
consumo excessivo de dcool sobre a massa 6ssea, demonstraram que em individuos brancos,
idade e duracdo do dcool tiveram efeitos significantes independentes sobre a densidade
mineral 6ssea, enquanto que em consumidores negros, somente aidade foi um fator que afetou a
massa 6ssea (ODVINA et al., 1995).

No mesmo ano, pesquisas envolvendo a associacdo do consumo do acool e a

densidade mineral 0ssea em idosos, mostraram que mulheres pos-menopausa com ingestéo de



206,99 ml/semana tiveram um aumento na densidade Ossea (7,7%), efeito relacionado com o

aumento dos niveis hormonais de estrégeno através do alcool (FELSON et al., 1995).

Ainda em 1995, foi demonstrado que o etanol inibe a proliferacdo de células
osteobl &sticas, gerando baixa massa Gssea e aumento na prevaléncia de fraturas na popul agcéo
alcodlatra. A ingestédo aguda de dcool provoca um efeito inibitorio sobre a paratiredide e
também sobre células osteoblasticas, contribuindo para o desenvolvimento de doencas dsseas
(KLEIN & CARLOS, 1995; GARCIA-SANCHES et d ., 1995).

No ano seguinte, Lau & Cooper (1996), observaram que a menor densidade
mineral Ossea produzida por inatividade fisica, baixa ingestdo de calcio, fumo e consumo
excessivo de &cool levaram a incidéncia de fraturas osteoporéticas de quadril em

aproximadamente 10 por 1000 em mulheres e homens com 70 anos de idade.

Segundo Clark & Sowers (1996), mulheres dependentes de dcool apresentam
baixa densidade mineral dssea: 6,8% mais baixa na cabeca do fémur, e 6,9% mais baixa nas
vértebras lombares, onde essas diferencas tiveram interferéncias também pelo consumo de

cigarros.

Individuos que apresentam consumo excessivo de dlcool e reducdo na massa 6ssea
confirmaram o efeito inibitério direto do etanol sobre a proliferacdo dos osteoblastos, sem
toxicidade celular, o que leva a um aumento na prevaéncia de fraturas e incidéncia de
osteoporose (KLEIN et al., 1996).

Para melhor compreender os efeitos b consumo de acool sobre o processo de
remodelacdo Gssea “in vivo”, um estudo foi realizado em ratos adultos com dieta liquida
contendo 35% de etanol por 6 semanas, observando a atividade osteoblastica. Foi concluido
gue os animais que receberam o etanol como dieta liquida apresentaram uma significante
diminuicdo na quantidade e atividade dos osteoblastos na superficie 6ssea, confirmando que o
alcoolismo croénico esta associado com o aumento do risco de fraturas e incidéncia de
osteoporose (DYER et al., 1998).

No ano seguinte, Sampson (1999) também investigou os efeitos do consumo do
alcool sobre 0 adulto e a idade éssea, por meio de um estudo histomorfométrico e verificou
gue a formacdo Gssea nos ratos alcodlatras estava diminuida, e que esse fato estava associado
areducdo da atividade osteobl astica.



Segundo Dai et a. (2000), o desequilibrio entre formacdo e reabsorcdo GOssea,
provocada pelo acool, atua de forma negativa na reparacdo 0ssea. Esse desequilibrio pode ser
agravado se 0 alcoolismo estiver associado ao fumo.

Nishiguchi et al. (2000) relataram uma perda de densidade mineral 6ésseadal 2 al 4 do
segmento espinhal, em ratos machos e fémeas apds dieta liquida alcodlica, sem determinar se a
perda 6sseafoi de osso cortical ou 0sso medular vertebral.

Em 2001, Turner et a. notaram gque em ratos adultos, com consumo moderado do etanol
(3% de ingestdo cal6rica), ocorreu uma diminui¢do no processo de turnover Gsseo, suportando
a sugestéo que mesmo a presenca do dcool em nivel moderado tem um efeito adverso sobre o
0Sso medular.

O uso abusivo do dcool inibe o crescimento 6sseo, diminui sua formacdo e
aumenta o risco de fraturas, interferindo no processo de cicatrizagdo (ELMALI et a., 2002;
BUCHAIM et al., 2002).

O dcool, quando consumido por muito tempo, durante o periodo de crescimento
em ratos e ratas prejudica a osteogénese, reduzindo a massa 0ssea. Realizou-se uma avaliacéo
dos efeitos do consumo do acool sobre a densidade e o peso vertebrais, durante o periodo de
crescimento de ratos, por meio de dieta liquida alcodlica a 36% de ingestdo caldrica. Foi
concluido que o consumo croénico do dcool, durante o periodo de crescimento esquelético,
pode apresentar uma contribuicdo significativa no desenvolvimento de anormalidades sobre as
vértebras, acompanhada de osteopenia (WEZEMAN et a., 2003).

Kim et a. (2003), realizaram uma pesquisa em mulheres alcodlatras para avaliar
os efeitos do consumo crénico do alcool sobre a densidade mineral éssea, as quais ndo
apresentavam cirrose hepética. Eles concluiram que houve uma reducéo da densidade Gssea,
principalmente no fémur e 0sso do quadril, associado a osteoporose. Além disso, verificaram
também que a osteocal cina, um marcador da formagéo dssea apresentou-se pouco diminuida.

Recentemente, um estudo foi realizado para observar os efeitos do acool sobre o
gene de expressdo, sintese protéica e mineralizacdo, em células tronco mesenquimais derivadas
da medula, induzidas pela diferenciacdo osteogénica “in vitro”. Coletivamente os dados
sugeriram que, o dcool altera a diferenciacdo osteogénica sobre as culturas de células Gsseas
humanas mesenquimais derivadas da medula durante sua formacdo, reduzindo
conseglientemente a neoformacdo dssea (ZHAODI & WEZEMAN, 2004).

Segundo Willians et a. (2004), a osteoporose esta associada consideravel mente

com morbidade e mortalidade em mulheres pés-menopausa, onde o consumo moderado do



alcool apresenta efeitos negativos sobre a densidade mineral 0ssea, aumentando a incidéncia

de fraturas.

2.3 Estudo das Biocer amicas

2.3.1 Cortical 6ssea bovina (Gen-ox®)

Visando a reconstrucdo total ou parcial de massas 6sseas perdidas e a restauracéo
ou aumento dos tecidos biolégicos, principamente nas areas médica e odontoldgica, €
crescente 0 interesse no desenvolvimento de biomateriais que possuam propriedades
biolégicas e fisico-quimicas adequadas, incorporando os avangos cientifico-tecnol égicos de
cada época.

As técnicas de enxertos 6sseos autdgenos sdo também muito utilizadas, porém,
apesar de suas grandes vantagens biol dgicas, apresenta inconvenientes como a necessidade de
hospitalizagdo, intervencbes em outra area do organismo, morbidade da area doadora,
susceptibilidade a infecgdes e, ainda, possibilidade de reabsorcéo progressiva e constante da
area (SANDERS & COX, 1976; BAKER et d., 1979; FRAME, 1987).

Devido a possibilidade de transmisséo de doengas e risco de reacdes imunol dgicas
decorrentes de alguns materiais, a ciéncia esta buscando materiais que substituam o 0sso
perdido, ou ainda técnicas que possibilitam a formagdo de 0sso a partir de um substrato pré-
existente (uso de membranas) ou substancias que induzam a neoformacéo 6ssea (BALHSI &
MAGID, 1995).

E preocupaciio da éarea médica e odontologica a perda Ossea associada ao
alcoolismo, com o surgimento de tecido fibroso onde deveria existir tecido 0sseo. Por isso
desde algum tempo pesquisas estdo evoluindo no sentido de possibilitar a colocagdo de
materiais no interior de cavidades Osseas apds exodontias, remocgdes de cistos, apicoplastias
ou ainda de outras patologias onde possa vir aocorrer umaloja éssea apos um acidente ou um
procedimento cirdrgico (MARZOLA, 1996; MARZOLA et d., 1996).

Quanto a0 mecanismo de acdo, os biomateriais podem ser classificados em
osteocondutores, osteogénicos, osteopromotores e osteoi ndutores.

O material osteocondutor é agquele que orienta a proliferacéo celular, podendo ser

englobado pelo tecido 6sseo neoformado, fazendo parte do novo tecido.



Os biomateriais capazes de atuar separando tecidos com caracteristicas distintas,
como fibroblastos e osteoblastos, sdo chamados de osteopromotores.

JA a osteoinducdo é definida pela capacidade do material em induzir células
mesenquimais indiferenciadas a se diferenciarem em osteobl astos.

A principa diferenca entre um material osteoindutor e um osteocondutor € que o
primeiro € biologicamente ativo e o segundo € totalmente inerte, servindo apenas como
materia de preenchimento (TAGA, 1996).

O 0ss0 € um dos poucos tecidos humanos que regenera totalmente sua forma e
funcdo apds injurias, onde no 0sso regenerado as propriedades do tecido original sdo
restauradas, enquanto que em outros tecidos ocorre a reparacao através da formagdo de uma
cicatriz (SCHENK & HERRMANN, 1994).

O tratamento de lesbes Gsseas com matriz 6ssea liofilizada humana em particulas €
uma dternativa de tratamento utilizada principamente na area odontolégica. No entanto,
devido a0 seu dto custo e a dificuldade de obtencéo de osso humano vidvel em quantidade,
associado a proibicéo em varios paises da comercializacdo de produtos de 6rgdos ou tecidos
humanos, foram langados no mercado produtos originados de 0sso bovino, com as mesmas
finalidades (SONIS et al., 1985; TAGA et a., 1997).

O enxerto xenogénico (obtido de outra espécie), vem apresentando resultados
promissores. Alicercado na abundancia, baixo custo do 0sso bovino e no processo mecanico e
quimico adequados. Diversas empresas vém produzindo biomateriais com osso bovino para
substituicdo do tecido 6sseo, como o Gen-ox®, utilizado nessa pesquisa, produzido pela
Baumer SA .

O 0ss0 bovino inorganico (desproteinizado) liofilizado segue 0 mesmo processo de
preparo da matriz organica, porém, ndo sofre o processo de descalcificagdo, onde sdo
preservados todos os componentes minerais do 0sso e eliminado toda a parte organica (BMPs,
colageno, proteinas, etc.), ou sgja, € preservada a parte inorganica. A desproteinizacao é obtida
através de tratamento térmico a temperaturas superiores a 300 graus C, mas, quanto mais ataa
temperatura, menor a possibilidade de bioabsor¢éo do material. Por outro lado, o tratamento
do osso bovino com solventes organicos, dcalis e &cido com concentracBes e temperaturas
controladas levam a remocéo de células, detritos celulares e varias proteinas ndo colagenas,
bem como a por¢éo mineral (SANADA et al., 2003).

A reconstrucdo em pacientes edéntulos, com volume e densidade 6ssea adequada

para futura colocacdo de implantes dentais, tem se tornado uma opcdo de tratamento viavel.



Entretanto, existe uma dificuldade para alcancar a regido posterior da maxila onde a cortical
Ossea é delgada devido a severas reabsorcfes 6sseas. Um estudo foi realizado em cirurgias
para expansdo do seio maxilar em oito pacientes, para avaliar histologicamente e clinicamente
diferentes materiais de enxerto: o0sso desproteinizado granulado bovino (DBBG), 0sso
desmineralizado congelado em pé (DFBP) e hidroxiapatita porosa (PHA). Os resultados
indicaram que 0 0sso desmineralizado congelado em pd reabsorveu mais cedo que 0 0SSO
desproteinizado bovino e a hidroxiapatita (KARABUDA et a., 2001).

Um estudo redlizado em ratos Wistar albinus teve como objetivo avaliar
histologicamente a influéncia da radiacdo laser ndo cirdrgica sobre o reparo 6sseo. Os animais
foram divididos em 3 grupos, sendo o grupo | (cavidade vazia e ndo irradiado), grupo Il
(implante de Gen-ox® e ndo irradiado) e grupo 111 (Gen-ox® e irradiado a cada 48 horas).
Observou-se que nos animais irradiados houve um reparo 6sseo mais avancado, apresentando
uma maior neoformacdo Gssea, bem como uma maior proliferacdo de fibras colédgenas no
interior do defeito ja a partir de 15 dias apés a cirurgia, também considerando a capacidade
osteocondutiva do Gen-ox® (PINHEIRO et al., 2003).

Segundo Braz et d. (2003), a combinacdo de matriz Gssea orgénica bovina e
hidroxiapatita ndo causam reaces adversas, favorecendo a reparacdo 0ssea em defeitos 6sseos
produzidos em cranios de ratos. Para esse estudo foram utilizados 20 ratos divididos em 2
grupos: grupo |, onde o defeito foi preenchido pela associacdo dos dois materiais e grupo |,
utilizado como controle, onde nada foi empregado. Aos 60 dias de pds-operatério, o grupo |
apresentou umamaior quantidade de osteoblastos e presenca de 0sso, do que o grupo 1.

Uma pesquisa realizada recentemente avaliou a capacidade, em promover a
reparacdo de lesdes Osseas de tamanho critico em calvéria de ratos, de um material de enxerto
6sseo organico em bloco (Gen-ox®), preparado a partir de 0sso medular bovino. Os resultados
obtidos mostraram que na maioria dos 25 casos tratados, 0 materia foi reabsorvido lentamente
e serviu como material de preenchimento e mantenedor de espaco, favorecendo a angiogénese,
migracao e adesdo celular e a neoformacao Gssea a partir das margens da lesdo, comprovando
sua capacidade osteocondutora (MARTINS et al., 2004).

2.3.2 Gen-pro® - Proteinas M orfogenéticas do Osso (BM Ps)

O estudo das BMPs teve inicio pelos experimentos de Urist (1965), onde

demonstrou que o tecido Gsseo possui constituintes quimicos capazes de induzir a formacéo de



0SSO em outras partes do corpo e, obviamente, no préprio 0sso. Por uma série de extragdes
bioquimicas, Urist mostrou ainda que estes constituintes estavam dentro da matriz 6ssea onde,
entdo, ele purificou estes congtituintes e chamou todo o conjunto de proteinas de Bone
Morphogenetic Protein.

Por causa de sua atividade no desenvolvimento e capacidade de induzir aformacéo
0Ossea ectdpica, as BMPs podem ser consideradas fatores de diferenciacdo ou morfogenéticos,
representado uma classe distinta de fatores de crescimento. Fatores de crescimento, como o
TGF-beta, estimulam as proliferagdes celulares, podendo também ser encontrados em 0ssos
adultos e associados a0 reparo tecidual, mas ndo apresentam propriedade osteoindutora
(REDDI, 1994).

O uso de BMPs em procedimentos reconstrutores, para a inducdo da osteogénese,
representa uma alternativa para enxertos 6sseos autégenos e aoimplantes, diminuindo o risco
de complicacdes associadas as cirurgias e limitagdes do doador. BMPs recombinates humanas
(BMP-2 e BMP-7) usadas em calvéria, 0ssos longos, mandibula e maxila de animais induziram
0 reparo 0sseo em  defeitos de tamanho critico (ROSEN & THIES, 1995; HOLLINGER &
WONG, 1996).

A BMP tem um procedimento de extracdo exaustivo, com todas as etapas
realizadas a 4°C. A fonte utilizada € osso cortical de feto bovino, porque o mesmo € bastante
ricoem BMPs. Este € um fator limitante ao 0sso humano no qua nédo se pode escolher a
idade do doador. Osso adulto totalmente calcificado, produz uma matriz organica pobre em
BM Ps e consequientemente com baixo poder osteoindutor (TAGA & MULATINHO, 1998).

Com a extracdo das BMPs da matriz organica obtem-se o principio ativo do 0sso
na forma altamente concentrada. Para cada 100 Kg de osso cortical fetal bovino resulta, ao
final do processo, cercade 10 a 20 gramas de “pool” de BMPs. Na técnica de obtencdo, apis a
granulacdo, o 0sso sofre descalcificacdo &cida sequiencial que tem por finalidade eliminar as
proteinas antigénicas do osso. A matriz organica assm obtida é tratada com uréia 8M para
extracéo das BMPs, que posteriormente sdo tratadas com cloreto de guanidina4M.

Esse “pool” de BMPs é exaustivamente dialisada com milhares de litros de H,O
deionizada e posteriormente liofilizada. Ap6s a liofilizacdo, as BMPs sdo ligadas a um
carreador que tem por finalidade a conservacéo das BMPs por um tempo maior na cavidade
cirdrgica 0ssea, uma vez que sozinhas, seriam rapidamente reabsorvidas pelo organismo. Por
iSSO, uma caracteristica destas proteinas morfogenéticas € a necessidade de um veiculo que

pode ser o Gen-col® (colageno), Gen-ox® (osso bovino inorganico) ou Genrphos®



(hidroxiapatita). Dessa forma, a BMP éassociada, preferencialmente as hidroxiapatitas, na
propor¢do de 01 mg do principio ativo da BMP associado a 20 mg de hidroxiapatita
(ZENOBIO et al., 1998).

A associagdo de materiais osteocondutores as BMPs, descritos na literatura
internacional, demonstram um resultado clinico e histolégico favoravel, quanto a consisténcia
quimica e qualidade do tecido 6sseo neoformado (CHEUNG & TOFE, 1993; ZANER &
YUKNA, 1984). A preferéncia dase as hidroxiapatitas naturais, obtidas do osso bovino
(KRAMER et d., 1968; RIPAMONTI et a., 1992; HOWARD et a., 1998).

No comércio mundial existe a Osteograft (QIAN & BHATNAGAR, 1996;

FROUM, 1998) e 0 Bio-Oss, as quais a literatura mostra, serem biomateriais reabsorviveis e
largamente utilizados nos Estados Unidos em substitui¢co a matriz de 0sso humano.

Os enxertos xenogénicos, usuamente de origem bovina e processados através de
vérias técnicas, tem sido utilizados em muitos animais para estudos, sendo considerado um
material osteocondutor. A associagao das BMPs a esses enxertos tém demonstrado um aumento
na neoformacado 0ssea, visando a substituicdo desse tecido (YOUNG et al., 1999; TUOMINEN
et a., 2000).

Os defeitos 6sseos realizados em 0ssos longos tém sido largamente utilizados para
avaliacdo do processo de reparacdo 0ssea (ARGENTO, 1998; KUSUZAKI et al., 2000).

Um estudo redlizado por Tuominen et a. (2001), avaliou o processo de
cicatrizagdo em defeitos 6sseos, de aproximadamente 2cm, realizados na ulna de cées, onde foi
implantado 0sso bovino desmineralizado associado a BMP. Os autores observaram que aBMP
nativa necessita de um material carregador para ser utilizada como material para substituicdo
de tecido 0sseo.

As proteinas morfogenéticas dsseas nativas (BMPs), extraidas de 0sso estdo sendo
usadas clinicamente para estimular o processo de regeneracao e reparacdo 0ssea. Entretanto, a
sua preparacado e purificacdo sdo um processo laboratorial (PEEL et al., 2004).

No mesmo ano, Guimaréaes et a. (2004) avaliarama aplicacao do “pool” de BMPs
bovinas no tratamento de defeitos intra-6sseos. A amostra constou de quinze individuos com
idade entre 26 e 57 anos, apresentando defeitos no mesmo arco de dentes: pré-molares e
molares e também com perda de inser¢do periodontal. Em cada individuo, o defeito teste foi
tratado com a associacdo “pool” de BMPs — carreador hidroxiapatita reabsorvivel (BMPs-
HA), matriz organica bovina desmineralizada liofilizada (MO) e barreira de colageno bovino,

enguanto os defeitos controle foram tratados com MO-HA e barreira de colageno. A andlise de



variancia indicou que a variacdo de profundidade de sondagem e nivel de insercéo foi
significativa em ambos os grupos, porém a aplicacdo do “pool” de BMPs ndo ofereceu

beneficios adicionais ao tratamento de defeitos intra-6sseos.

3. PROPOSICAO

Baseado no citado anteriormente prop0s-se realizar esta pesguisa com os objetivos
de observar histol ogicamente:
1) Os efeitos de 03 dietas al codlicas nareparacdo 0ssea.
2) Os efeitos da associacio Gen-pro® e Gen-ox® nareparacao 6ssea.
3) Os efeitos das dietas al codlicas na reparacio 6ssea com o uso da associacdo Gen-pro® e

Gen-ox®.



4. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 64 ratos machos (Rattus norvegicus), adultos (com
aproximadamente 03 meses de idade), da linhagem Wistar, com peso médio aproximado de
270 gramas, fornecidos pelo Biotério Central da USP - Campus de Bauru - SP.

No Biotério, os animais foram criados individualmente em gaiolas de aco
inoxidavel, com comedouros e bebedouros individuais, para melhor controle dos consumos
solido e liquido.

A sala do Biotério onde os animais ficaram possuia iluminagdo artificia
comandada por “timer”, que controlou o ciclo claro/escuro de 12 horas, exaustor e ar
condicionado, que mantinha a temperatura média de 21°C, confirmada por um termémetro de
temperatura ambiente.

Os animais foram distribuidos em 4 grupos, de 16 ratos cada, sendo:

1) Grupo Controle (C), que recebeu dgua de torneira como dieta liquida.

2) Grupo Experimental | (E I), que recebeu acool etilico a 6%, diluido com agua de torneira.

3) Grupo Experimental Il (E I1), que recebeu dcool etilico a 15%, diluido com égua de

torneira.



4) Grupo Experimental 1ll (E 111), que recebeu dcool etilico a 25%, diluido com &gua de

torneira

Os animais de todos os grupos receberam “ad libitum” sempre a mesma dieta
solida (racdo Nuvilab CR 1, daNUVITAL), durante todo o experimento.

O modelo de alcoolismo utilizado foi 0 “semivoluntario” em que a administracéo
de dcool diluido era o unico aimento liquido disponivel ao animal.

Semana mente realizou-se a mensuracao dos pesos dos animais.

Os grupos experimentais foram submetidos, inicialmente, a adaptacéo gradativa ao
acool, para que estes animais fossem considerados alcodlatras crénicos e, também, evitando a
suamorte (TIRAPELLI et al., 2000).

Essa adaptacdo constituiu-se no fornecimento através da dieta liquida de acool
etilico diluido, na primeira semana de 2% ao Grupo E |, 5% ao Grupo E 1l € 8 % ao Grupo E
I11; na segunda semana de 4% ao Grupo E |, 10% ao Grupo E 1l e 16 % ao Grupo E |11 e, por
fim, naterceira semanade 6% ao Grupo E I, 15% ao Grupo E 11 € 25 % ao Grupo E 111.

Apbs esse periodo de adaptacdo, os animais dos grupos experimentais continuaram
areceber dieta alcodlica, semelhante ao da semana, por um periodo de 90 dias.

O alcool utilizado para diluicéo foi o etilico absoluto (LABSYNTH CH3; CH, OH;
PM 46.07).

Apbs o periodo de alcoolizacdo de 90 dias os animais foram submetidos a cirurgia
experimental. Os animais continuaram sendo alcoolizados apés a realizacdo da cirurgia até o

periodo corresponde ao do sacrificio para cada grupo.

4.1 Cirurgia experimental

Os ratos foram submetidos a anestesia gera pela injecdo intramuscular de
Cloridrato de tiletamina (125,0 mg) associado a Cloridrato de zolazepam (125,0 mg) na
posologia de 50,0 mg/kg IM (Zoletil 50, Virbac).

Realizou-se a tricotomia na regido ventral do membro posterior e desinfeccéo do
campo operatorio com solucdo topicadeiodo a 10% .

A seguir, com uma lamina de bisturi n° 15, foi realizada uma incisdo linear de 20
mm. de extensdo, no sentido cranio-caudal, no membro pélvico esguerdo, cortando-se apele e

afascias musculares, para exposicao e divulsdo do tecido muscular que envolve atibia (Fig.1).



Estendeu-se aincisdo até o peridsteo, permitindo seu deslocamento, afastando-o0 no
sentido antero-posterior, obtendo-se assim uma ampla area de trabalho sobre atibia.

Com uma broca esférica de aco n° 6, montada em micromotor de baixa rotacéo,
preparou-se duas cavidades de aproximadamente 03 mm. de diametro e, em profundidade,
atingindo a medula 6ssea. Esse procedimento foi realizado com abundante irrigacéo de solugdo
de Cloreto de Sodio a0,9% (Fig.2).

As cavidades foram realizadas em um eixo longitudinal do 0sso, sendo a primeira
perfuracéo no terco proximal da diafise datibia, que néo foi preenchida por nenhum material, e
a segunda perfuracéo, aproximadamente 3 mm inferior a primeira, preenchida pela mistura de
Gen-ox® (inorganico) e Gen-pro®, produzidos pela Genius, divisio da Baumer SA. (Fig.3).

Os atos operatérios eram realizados sempre por um Unico operador submetendo
0s animais & mesmas condices. A pasta foi preparada agregando o Gen-ox® + Gen-pro® ao
soro fisiolégico. A colocacdo da pasta na cavidade cirdrgica foi feita com auxilio de um
condensador de Ward n° 1, obtendo-se melhor compactacdo da pasta.

Posteriormente os tecidos reposicionados e as suturas realizadas, primeira em

peridsteo com fio reabsorvivel e, a seguir na pele com pontos interrompidos empregando fio de
Seda 4-0 (Fig.4).

Fig.1— Incisdo. Fig.2 — Preparacdo das cavidades cirlrgicas (seta)
natibia(T).




Fig.3 — Cavidadesredlizadas natibia (T): superior com  Fig.4 — Sutura.
coagulo (seta) e inferior preenchida pela misturade
Gen-ox® e Gen-pro® (Biomateriais-B).

4.2 Sacrificio dos animais e processamento do material

Por injecdo excessiva do anestésico citado anteriormente, 04 ratos de cada grupo
foram sacrificados em periodos de 10, 20, 40 e 60 dias contados a partir do diada cirurgia.

Quando do sacrificio, a porcdo da tibia, que compreendem as cavidades, foi
removida, tomando-se os devidos cuidados para ndo tocar o tecido 6sseo no local das
perfuracoes.

As pegas 0ssess retiradas das tibias foram fixadas em formol tamponado a 10%
durante 24 horas, lavadas em agua corrente por 12 horas e, descalcificadas em solucdo de
citrato de sodio e &cido formico, em partes iguais, durante 45 dias (Morse, 1945). A solucdo
descalcificadora, que continha as pecas, foi trocada de 03 em 03 dias.

Em seguida, as pegas passaram pelo processo laboratoria de rotina para incluséo
em parafina.

Obtidos os blocos, foram realizados cortes longitudinais com espessura de 06
micrometros em um micrétomo rotativo, resultando em cortes semi-seriados que foram
submetidos a coloracéo pela hematoxilina e eosina e pelo tricrdmico de Masson, para estudo
histomorfol 6gico sob microscopia de luz e fotografados em um fotomicroscopio Zeiss modelo
D-7082.

4.3 Dosagem do etanol no sangue

O sangue coletado no dia do sacrificio dos ratos, através de puncado intracardiaca,
foi analisado por cromatografia em camada gasosa e deteccao por ionizacdo por chama (Reed
& Cravey, 1971; Ciola, 1973) no Centro de Toxicologia da UNESP - Campus de Botucatu —

SP, e avaliado estatisticamente pela analise de varidncia com um fator ANOVA.



4.4 Tratamento dos dados

Com relagéo ao peso dos animais, utilizaram-se parametros comparativos entre os
grupos controle e experimentais, em 11 momentos pré-determinados, assim denominados. S1
(inicio do experimento), S2 (primeira semana de dieta alcodlica adaptativa), S3 (segunda
semana de dieta alcodlica adaptativa), S4 (terceira semana de dieta alcodlica adaptativa), Sb
(30 dias de dieta acodlica definitiva), S6 (60 dias de dieta alcodlica definitiva), S7 (90 dias
de dieta alcodlica definitiva e dia da cirurgia experimental), S8 (10 dias pds-operatorio e 1°
sacrificio), S9 (20 dias poOs-operatério e 2° sacrificio), S10 (40 dias pos-operatério e 3°

sacrificio), S11 (60 dias pos-operatorio e 4° sacrificio), similar ao método de Muller (1991).

5 RESULTADOS
Os resultados seré&o descritos de acordo com os objetivos do trabal ho.

5.1 Observacéo histolégica dos efeitos de 03 dietas alcodlicas na repar agao 0ssea.
Cavidade com auséncia do material implantado.

5.1.1 Animais sacrificados 10 dias apés a cirur gia experimental.
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Fig. 5-10 dias - Cavidade com auséncia do material implantado. Grupo C (A), Grupo El (B),
Grupo Ell (C), Grupo Elll (D). Aumento 25 X. HE (A + D) e Tricrémico de Masson (B + C).

Na Figura 5 nota-se que:

- aloja cirdrgica estéa parcialmente ocupada por trabéculas 6sseas (TO) delgadas. No
espaco intertrabecular evidencia-se tecido conjuntivo rico em fibroblastos (TC) e sem
diferenciacdo Ossea;

- em alguns espécimes, a ossificacdo é discreta, notando-se trabéculas Osseas (TO)
delgadas que preenchem, aproximadamente, aterca parte dalojacirdrgica (Fig. 5D);

- a ossificagcdo é mais intensa no Grupo C (Fig. 5A) em relagdo aos demais grupos,
sendo que o Grupo Elll (Fig. 5D) apresenta nas regides superficiais maior quantidade de tecido
conjuntivo (TC).

- a neoformagdo Gssea € decrescente de acordo com o0 aumento da concentracdo
alcodlica.

Em maior aumento observou-se que, o tecido conjuntivo neoformado, sem diferenciacéo
0ssea, apresenta-se rico em fibroblastos e vasos sanguineos, ao lado de alguns macrofagos e
linfocitos;

5.1.2 Animais sacrificados 20 dias apés a cirur gia experimental.
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Fig. 6 -20 dias - Cavidade com auséncia do meterial implantado. Grupo C (A), Grupo El (B),
Grupo Ell (C), Grupo Elll (D). Aumento 25 X. HE (B) e Tricrdmico de Masson (A + C + D).

Na Figura 6 nota-se que:

- alojacirdrgica, em sua porcéo superficial, encontra-se ocupada por trabécul as 6sseas
(TO) neoformadas que deixam consideraveis espacos com tecido conjuntivo (TC) sem
diferenciacéo 6ssea (Fig. 6A e 6B);

- outras vezes, 0 tecido 6sseo neoformado (TO) ocupa a porcdo profunda da loja (Fig.
6C e 6D);

- no grupo Elll (Fig. 6D) as trabéculas 6sseas (TO) sdo mais delgadas e com tecido
conjuntivo (TC) sem diferenciacdo Ossea localizado superficialmente na loja cirdrgica, e em
maior quantidade quando comparado com os demais grupos;

- a neoformacdo Ossea é decrescente de acordo com o0 aumento da concentracdo
alcodlica.

Em aguns casos, a neoformacdo 6ssea no Grupo C é mais intensa ocupando toda
extensdo dalojacirdrgica.

5.1.3 Animais sacrificados 40 dias apds a cir ur gia experimental.




F|g 7 40 dlas Cavldade com ausenmado materlal |mplanado Grupo C(A), Grupo EI(B)
Grupo Ell (C), Grupo Elll (D). Aumento 25 X. HE (A + C) e Tricrémico de Masson (B + D).

Na Figura 7 nota-se que:

- aloja cirargica encontra-se reparada por tecido 6sseo bem diferenciado em todos os
grupos,

- em alguns casos, a espessura da neocortical 6ssea (NO) € mais delgada que a pré-
existente (fig.7A e 7B);

- em outro caso, como no Grupo Ell (Fig. 7C), a neocortical dssea (NO) deixa um
degrau em uma das bordas, ocasionando irregularidades nas superficies externa e interna;

- no Grupo Elll (Fig. 7D), nota-se a neocortical (NO) com formacdo Gssea além das
superficies externa e interna da parede Gssea, mas ainda desorganizada na regido de transicéo
cortical-medular, comparando-se com 0s grupos anteriores,

- nesse periodo os efeitos da dieta a codlica sdo menos evidentes, quando comparado
ao anterior.

5.1.4 Animais sacrificados 60 dias apés a cirur gia experimental.

Flg 8 60d|as Cavldade com ausen(:lado material |mpI antado. Grupo Ell (A), Grupo EllI
(B). Aumento 25 X. HE (A) e Tricromico de Masson (B).



Na Figura 8 observa-se que:

- aloja cirdrgica encontra-se reparada por tecido 6sseo (TO) bem desenvolvido, como
no periodo anterior. O Grupo Elll (Fig. 8B) apresenta regido medular (RM) organizada,
compativel com os demais grupos.

- 0s Grupos C e El ja apresentaram reparacdo 0ssea completa desde o periodo anterior.

- nesse periodo os efeitos da dieta alcodlica ndo sdo evidentes, quando comparado ao
anterior.

5.2 Observacao histolégica dos efeitos da associacdo Gen-pro® e Gen-ox® na reparagéo
0ssea.

5.2.1 Animais sacrificados 10 dias apés a cirur gia experimental.

A . B —— ~ i
Fig. 9-10 dias - Cavidade com auséncia do material implantado (A). Cavidade preenchida
pela mistura Gen-ox® e Gen-pro® (B).Aumento 25 X. HE (A + B).

Na Figura 9 observa-se que:

- na cavidade sem materia implantar observa-se que a loja cirurgica esta parciamente
ocupada por trabéculas 6sseas (TO) delgadas. No espaco intertrabecular evidencia-se tecido
conjuntivo sem diferenciacéo 6ssea (Fig. 9A);

- 0 materia implantado (MI) geralmente ocupa a por¢éo centra e profunda da loja
cirdrgica;

- em inimeros pontos o implante apresenta nas adjacéncias, delgadas trabécul as Gsseas
(TO) neoformadas. Em todos os espécimes, a neoformacdo 0ssea € mais intensa junto a area
superficial daloja cirdrgica, quando comparada com a area profunda. O tecido conjuntivo(TC)
sem diferenciacéo 6ssea apresenta feixes de fibras colagenas (Fig. 9B);

- aneoformacdo Gssea € mais intensa na cavidade sem material implantar.

5.2.2 Animais sacrificados 20 dias apés a cirur gia experimental.



Fig. 10 -20 dlas Cavldade com auséncia do material impl antado (A). Cavl dade preenchl da |
pelamistura Gen-ox® e Gen-pro® (B).Aumento 25 X. Tricrémico de Masson (A + B).

Na Figura 10 nota-se que:

- na cavidade sem materiad implantar as trabéculas Osseas (TO) neoformadas
localizam-se superficialmente, intercaladas por tecido conjuntivo (TC) sem diferenciacéo
Ossea (Fig. 10A). Na regido profunda observa-se sangue com intensa neoformagdo vascular
(NV) (Fig. 10A);

- na cavidade preenchida pela mistura Gen-ox® e Gen-pro® o material implantado (M)
ocupa quase a totalidade da loja cirdrgica, hotando-se nas proximidades tecido conjuntivo sem
diferenciac@o Ossea e peguenas trabéculas 6sseas. A neoformagdo éssea localiza-se junto ao
fundo e paredes laterais dalojacirdrgica (Fig. 10B);

- aneoformagdo 0ssea € mais intensa na cavidade sem materia implantar.

5.2.3 Animais sacrificados 40 dias ap0Gs a cirur gia experimental.

F|g 11 -40 dlas Cavldade com ausenuado material |mpl antado (A) Cavi dade preenchida
pelamistura Gen-ox® e Gen-pro® (B).Aumento 25 X. HE (A + B).

NaFigura 11 observa-se que:

- na cavidade sem material implantar a neocortical (NO) apresenta-se formada e
fechando aloja cirargica superficialmente (Fig.11A);

- na cavidade preenchida pela mistura Gen-ox® e Gen-pro® ocorre a reparacdo parcial
da parede Gssea e 0 materia de implante (M1) ocupa grande parte daloja cirlrgica, mostrando
nas adjacéncias, tecido conjuntivo (TC) fibroso ou delgadas trabéculas dsseas (TO)
neoformadas (Fig. 11B);

- aneoformagdo 6ssea € mais intensa na cavidade sem material implantar, que apresenta
neocortical completa e regido medular organizada.

5.2.4 Animais sacrificados 60 dias apés a cirur gia experimental.
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Fig. 12 -60 dias - Cavidade preenchida pela mistura Gen-ox® e Gen-pro® (A).Aumento 25 X.
Tricrdmico de Masson (A).

Na Figura 12 nota-se que na cavidade preenchida pela mistura Gen-ox® e Gen-pro®
ocorre a reparacdo parcial da loja cirlrgica, e o material implantado (MI) apresenta nas
adjacéncias tecido conjuntivo (TC) fibroso e trabéculas 6sseas (TO) neoformadas (fig. 12A).
A neocortical apresenta-se incompleta.

Na cavidade com auséncia do material implantado aloja cirdrgica encontra-se reparada
desde o periodo anterior, com neoformagdo 6ssea mais intensa, neocortical completa e regido
medular organizada.

5.3 Observacao histologica dos efeitos das dietas alcodlicas na repar agdo 0ssea com 0 USO

da associacdo Gen-pro® e Gen-ox®.

5.3.1 Animais sacrificados 10 dias apés a cirur gia experimental.
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Fig.13 -10 dias.Cavidade preenchida pela mistura Gen-ox™ e Gen-pro-. Grupo C (A), Grupo El
(B), Grupo Ell (C), Grupo Elll (D). Aumento 25 X. HE (A + B) e Tricrébmico de Masson (C +
D).

Na Figura 13 observa-se que:

- em todos os animais 0 material implantado (M1) ocupa quase a totalidade da loja
cirrgica. Em inimeros pontos o implante apresenta nas adjacéncias, delgadas trabéculas
Osseas (TO) neoformadas,

- aneoformagdo 0ssea € mais intensa junto a area superficial da loja cirdrgica, exceto
no grupo Elll que se localiza nas paredes laterais e na por¢éo profunda da loja (Fig. 13D). O
tecido conjuntivo (TC) neoformado, sem diferenciagdo Gssea, apresenta feixes de fibras
colagenas localizados ao redor do material implantado e rico em vasos sanguineos (Fig. 13D);

- no grupo El, em dois espécimes, observa-se a heoformagdo 0ssea além do limite
superior dalojacirurgica (Fig. 13B).

- a neoformagdo Gssea € decrescente de acordo com 0 aumento da concentracdo
alcodlica.

Em maior aumento, nimero discreto de macréfagos e linfécitos pode ser evidenciado na

regido superficial. Nessa area, bem como junto ao fundo da loja cirdrgica, evidenciam-se
del gadas trabécul as dsseas neof ormadas com numerosos osteobl astos em suas bordas.

5.3.2 Animais sacrificados 20 dias apds a cirur gia experimental.

=

e,
- - - T




e Gen-pro. Grupo C (A), Grupo El
(B), Grupo Ell (C), Grupo Elll (D). Aumento 25 X. HE (B) e Tricromico de Masson (A + C +
D).

Na Figura 14 nota-se que:

- no Grupo C a neoformacdo dssea localiza-se junto ao fundo e paredes laterais daloja
cirrgica. O material de implante (MI) geralmente mostra nas adjacéncias, tecido conjuntivo
(TC) sem diferenciacdo 6ssea (Fig. 14A);

- no Grupo El (Fig. 14B) o material implantado (MI) preenche quase a totalidade da
lojacirlrgica, observando-se areparacéo parcial daloja cirdrgica com a presenca de delgadas
trabéculas dsseas (TO). Nas porcdes superficial e profunda da loja, nota-se 0 material
implantado cercado por tecido conjuntivo (TC) neoformado, semelhante ao Grupo Ell (Fig.
14C);

- no Grupo Elll o materia implantado (MI) ocupa grande parte da loja cirlrgica,
notando-se nas suas adjacéncias presenca de tecido conjuntivo (TC) com discreta neoformacéo
Ossea (Fig. 14D);

- a neoformacdo Ossea € decrescente de acordo com 0 aumento da concentracdo
alcodlica.

5.3.3 Animais sacrificados 40 dias apés a cirur gia experimental.



Flg 15 -40 dias. Cavidade preenchl da pela mistura Gen-ox e Gen-pro Grupo C (A) Grupo El
(B), Grupo Ell (C), Grupo Elll (D). Aumento 25 X. HE (A + C + D) e Tricrébmico de Masson (
B).

NaFigura 15 observa-se que:

- no Grupo C ocorre areparagdo parcia da parede 6ssea e o materia de implante (M1)
ocupa grande parte da loja cirlrgica, mostrando nas adjacéncias, tecido conjuntivo (TC)
fibroso ou delgadas trabécul as 6sseas (TO) neoformadas (Fig. 15A);

- no Grupo El a loja cirdrgica é reparada parcialmente por tecido 6sseo (TO) bem
desenvolvido, com pequena quantidade de material implantado (M1) (Fig. 15B);

- no Grupo Ell aloja cirdrgica acha-se parcialmente reparada por delgadas trabéculas
0sseas (TO). O materia implantado (MI) mostra ao seu redor, tecido 6sseo neoformado ou
tecido conjuntivo (TC) sem diferenciacdo dssea (fig.15C), em maior quantidade quando
comparado ao Grupo Elll (fig.15D);

- a neoformacdo Ossea é decrescente de acordo com o0 aumento da concentracdo
alcodlica.

5.3.4 Animais sacrificados 60 dias apds a cirur gia experimental.



Fi gj:1 -60 dias.Cavidade preenci a pela mistur Gx® e Genpra . Gup C (A) Grupo El
(B), Grupo Ell (C), Grupo Elll (D). Aumento 25 X. HE (D) e Tricrémico de Masson (A + B +
C).

Na Figura 16 observa-se que:

- a parede Ossea encontra-se em alguns casos, reparada por tecido 0sseo (TO)
diferenciado, notando-se um estreitamento quando comparado a cortical pré-existente
(Fig.16A);

- em outros, ndo ocorre reparacao daloja cirdrgica e o materia implantado (M) mostra
nas adjacéncias tecido conjuntivo (TC) fibroso e trabéculas 6sseas neoformadas (Fig. 16B,
16C e 16D);

- 0 material implantado (M) encontra-se acima do limite superior da loja cirargica,
observando ao seu redor tecido conjuntivo (TC) bem desenvolvido rico em feixes de fibras
colagenas (Fig. 16B, 16C e 16D);

- ocorre auséncia de reparacdo na cortical 6ssea, parcial apenas no Grupo C (fig.16A).

Em todos os grupos estudados o material permanece em grande quantidade, notando-se
ao redor pequenas trabéculas 6sseas e tecido conjuntivo (TC) com feixes de fibras colagenas,
sendo que a reparacdo foi menor no Grupo Elll quando comparada aos demais, devido ao
aumento da concentracdo alcodlica.

5.4 Dosagem do etanol no sangue



Os valores médios da concentracdo al codlica, encontrados no sangue dos animais, estao

naTabelal.

Tabela 1. Valores médios da concentracao alcodlica.

E1l E2 E3
Média 0,313 0,429° 0,540°
Desvio Padrao + 0,04 + 0,03 + 0,05

As letras diferentes (a,b,c) indicam diferencas significantes estatisticamente.

Os dados da Tabela 1 demonstram que houve um aumento da concentracéo de etanol

nos sangue dos animais do grupo H para o Elll, inclusve com uma diferenca significante

estatisticamente.

5.5 Tratamento dos dados (Peso dos animais)

Tratamento dos Dados

500

400
300
200 +

Peso dos Animais

100

4

5 6 7
Momentos

8

9

10 11

GRUPO C OGRUPOE | mGRUPOE Il OGRUPOEIII

Grafico 1 — Vaores médios do peso dos animais segundo os 11 momentos pré-determinados.

Tratamento dos Dados




1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Grupos
Controle 285,7 | 312,6 | 318,6 | 343,8 | 379,0 | 385,4 | 399,8 | 399,6 | 419,8 | 437,7 | 461,3
©)
293,3 | 312,6 | 318,0 | 338,1 | 370,8 | 381,6 | 396,7 | 394,5 | 420,9 | 421,2 | 417,6
Experimental
(ED
Experimental 299,9 | 310,8| 308,8 | 317,3 | 340,2 | 347,9 | 355,5 | 360,9 | 381,6 | 374,7 | 395,3
(E11)
293,0 | 304,6 | 299,9 | 300,0 | 312,7 | 328,3 | 345,6 | 349,6 | 371,5 | 366,7 | 370,6
Experimental
(E 111)

Tabela 2 — Vaores médios do peso dos animais segundo os 11 momentos pré-determinados.

Os dados do Gréfico 1 e Tabela 2 demonstram que 0s animais, comparando-se 0

momento 1 (inicio do experimento) e 0 momento 11 (60 dias pds-operatério e 4° sacrificio),

apresentaram ganho de peso, que percentual mente variam entre os grupos, sendo que no Grupo
C o ganho foi de 61,4%, no Grupo El foi de 42,37%, no Grupo Ell foi de 31,81% e no Grupo

Elll foi de 26,48%. Portanto, o ganho de peso foi menor de acordo com o aumento da dosagem

alcodlica entre 0s grupos.

6. DISCUSSAO




Neste trabalho foram obtidos alguns dados que apesar de ndo estarem relacionados
diretamente com os objetivos, merecem uma atencao.

A dieta alcodlica utilizada no presente trabalho (6%, 15% e 25%) esta de acordo com
trabalhos anteriores, onde 0s grupos experimentais foram submetidos a uma adaptacéo
gradativa, tornando esses animais acodlatras crénicos (WILLIS et ., 1983; TIRAPELLI et al.,
2000).

Assim, os resultados encontrados mostraram que o dcool provocou uma diminui¢éo no
peso dos animais, ou sgja, 0 ganho de peso foi inversamente proporcional & dosagem alcodlica
dos grupos, e esses dados concordam com outras pesguisas, onde o dcool interferiu também no
crescimento dos animais (SAMPSON, 1998; BUCHAIM et d., 2002).

O fator subnutricdo com deficiéncia vitaminica € constante em individuos alcodlatras
(MULLER, 1991), com caracteristicas histologicas hepéticas de deficiéncia protéica. Neste
trabalho ndo foi feita uma andlise para verificar se ocorreu a subnutricdo com deficiéncia
vitaminica, porém, a perda de peso citado no parégrafo anterior, poderia indicar uma
subnutricdo desses animais.Entretanto, foi detectada a presenca do dlcool no sangue de todos
0s animais dos grupos experimentais através da cromatografia em camada gasosa e deteccdo
por ionizacéo por chama (REED & CRAVEY, 1972; CIOLA, 1973).

Embora o alcoolismo tenha sido um dos maiores problemas médicos e sociais ho
seculo passado (BIKLE, 1993), a apreciacdo de que o abuso do dcool possa levar a doencas
Osseas € mais recente. No tecido 6sseo, comparativamente com 0s outros tecidos, a
concentracdo de alcool € baixa, mas as ateragdes ocorrem de acordo com o tempo de uso da
droga.

Os resultados obtidos nesse experimento concordam com estudos dos efeitos da dieta
alcodlica sobre a proliferacdo de células osteoblésticas e retardo no processo de reparacao
aveolar (SOUTHIA, 1984; KLEIN et a., 1996; SAMPSON, 1999), pois nos animas
sacrificados 20 dias apls a cirurgia experimental, na cavidade com auséncia do material
implantado, a neoformagdo Ossea foi decrescente de acordo com o aumento da concentracao
alcodlica, levando a producdo de trabéculas 6sseas mais delgadas e tecido conjuntivo em
maior quantidade quando comparado com os demais grupos. Estes aspectos indicam que o
alcool possui varios efeitos nainibicdo daremodelacédo dssea (KLEIN & CARLOS, 1995).

O desequilibrio entre formacao e reabsorcdo dssea, provocado pelo acool, atuando de
forma negativa no processo de reparacdo 6ssea, pode ser agravado se 0 alcoolismo estiver

associado a0 fumo (DAl et al., 2000), levando a perda de densidade mineral 6ssea



(NISIGUSHI et al., 2000), aumento do risco de fraturas e incidéncia de osteoporose (DY ER et
al., 1998).

Assim, a medicina, na area da ortopedia, e a odontologia, nas areas da periodontia,
cirurgia e implantodontia, mostram-se preocupadas quanto a perda éssea associada ao
alcoolismo e buscam materiais capazes de acelerar a neoformacdo Ossea, visando a
reconstrucdo total ou parcial desse tecido.

Como na literatura consultada sobre a neoformacdo Ossea ndo foram encontrados
trabalhos usando a associacdo dos materiais Genrox® (Cortical dssea bovina) e o Genrpro®
(Proteina morfogenética 6ssea), os dados dessa pesguisa seréo comparados com os dados de
outras pesquisas onde foram usadas a associagdo de BMPs com alguns tipos de materiais

carregadores, bem como trabal hos onde esses materiais foram utilizados individual mente.

As proteinas morfogenéticas dsseas (BMPs), apresentam como fonte o 0sso cortical de
feto bovino, muito rico em BMPs e apresentam um procedimento de extracdo exaustivo (TAGA
& MULATINHO, 1998), porém, sdo reabsorvidas rapidamente pelo organismo. Em um estudo
realizado por Tuominen et a. (2001), para avaliar o processo de cicatrizacdo em defeitos
0sseos redlizados na ulna de cées através da associacdo da BMP com 0sso bovino
desmineralizado, foi verificado que a BMP necessita de um veiculo carregador. De posse desta
informac&o, pensou-se em utilizar nesta pesquisa 0 Genrox®, para melhores resultados clinicos
e histol6gicos (TUOMINEN et al., 2000).

Assim no presente trabalho foram associados dois tipos de biomateriais, 0 Gen-ox®
(Cortical 6ssea bovina) e o Gen-pro® (Proteina morfogenética ssea) em forma de pasta, como
na pesguisa realizada por Martins (2004), que utilizou 0sso organico bovino em bloco (Gen
ox®) em calvéria de ratos. Esse pesquisador observou que o material usado por ele serviu
como material de preenchimento, favorecendo a neoformacao éssea a partir das paredes da
lesd0, semel hante ao observado na cavidade preenchida pela mistura Gen-ox® e Gen-pro®, nos
animais sacrificados 20 dias ap6s a cirurgia experimental, neste trabal ho.

E importante relatar que todo biomaterial colocado em uma cavidade gera uma resposta
inflamatéria inicial no tecido receptor, diferentemente da cavidade com auséncia do material
implantado, preenchida apenas por coagulo (BUCHAIM, 2004). Isso pode ser observado nas
cavidades vazias, 40 dias ap0s a cirurgia, onde a cavidade se apresenta reparada por tecido
0sse0 bem diferenciado. Portanto, a neoformacdo dssea foi mais intensa na cavidade sem

material implantar, que apresentou neocortical completa e regido medular organizada.



No estudo realizado por Braz et al. (2003), onde foi usada a associacdo de matriz 6ssea
organica bovina e hidroxiapatita, para favorecer areparacdo de defeitos 6sseos produzidosem
cranios de ratos, foi observado gque, aos 60 dias de reparacdo, nos animais cujo defeito foi
preenchido pela associacdo dos dois materiais, ocorreu uma maior quantidade de osteoblastos
e presenca de 0sso. Esse fato ndo foi notado no presente experimento, onde nesse mesmo
periodo, ou sgja, nos animais sacrificados 60 dias apOs a cirurgia experimental, ocorreu a
reparacdo parcial da loja cirdrgica e neocortical éssea incompleta, com presenca de tecido
conjuntivo fibroso e trabéculas 6sseas neoformadas nas adjacéncias do material implantado,
diferentemente da cavidade com auséncia do materia implantado, onde aos 40 dias de
reparacéo a cavidade se apresentou reparada por tecido 6sseo bem diferenciado, como ja foi
descrito no parégrafo anterior.

Além disso, pode-se também observar os efeitos das trés dietas acodlicas (6%, 15% e
25%) na reparacdo 6ssea com 0 uso da associacdo dos dois materiais citados anteriormente,
onde ficou demonstrado que a neoformacdo 6ssea foi decrescente de acordo com o aumento da
concentracdo alcodlica, com auséncia de reparacdo na cortical aos 60 dias de reparacdo,
principalmente no grupo Elll, quando comparado aos demais grupos, observacoes essas ainda
n&o encontradas na literatura.

Na literatura consultada foi encontrado um experimento realizado por Pinheiro et al.
(2003), onde 0 mesmo utilizou ratos da linhagem Wistar submetidos a implante de osso
bovino(Genrox®), mesmo material usado no presente estudo, porém, associado a radiacdo
laser, onde foi observado que nos animais irradiados houve um reparo 6sseo mais avancgado,
apresentando uma maior neoformacdo 0ssea, considerando a capacidade osteocondutiva do
Gen-ox®. Além disso, ocorreu uma maior proliferacio de fibras colagenas para o interior do
defeito ja a partir de 15 dias de reparacdo no grupo onde os animais foram irradiados. No
presente experimento, nos animais sacrificados 20 dias apds a cirurgia experimental, na
cavidade preenchida pela mistura Gen-ox® e Gen-pro®, sem a presenca do &cool, 0 material
implantado ocupou quase a totalidade da loja cirdrgica, com pequenas trabéculas dsseas junto
ao fundo e paredes laterais da loja. Assim, pesquisas futuras poderéo ser realizadas com o
objetivo de avaliar a influéncia da radiacéo laser ndo-cirurgica, procedimento muito utilizado
atualmente nas &reas da medicina e odontologia no pds-operatério, sobre a associacdo dos dois
materiais usados nessa pesquisa, visto que as BMPs necessitam de um veiculo por serem
reabsorvidas rapidamente pelo organismo, buscando melhores resultados histoldgicos e

clinicos favoraveis ap processo de reparacao 0ssea.



7. CONCLUSAO

De acordo com os objetivos estabelecidos no presente trabalho, é possivel concluir

que:



1) A dieta alcodlica influencia a neoformagdo 0ssea em todas as suas fases, retardando o
processo de reparacao 0ssea.
2) A associacdo Genrox® e Gen-pro® ndo acelerou o processo de reparacdo Gssea, servindo
apenas como materia de preenchimento.
3) A dieta alcodlica interferiu no processo de reparacdo Gssea, onde se observou que a
neoformacdo 6ssea foi decrescente de acordo com o aumento da concentracéo alcodlica,

mesmo usando-se a mistura Gen-ox® e Gen-pro®.
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