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RESUMO 

Real López BE. Estudo histológico e imuno-histoquímico do efeito do alendronato 
sódico administrado local e sistemicamente na reparação de defeitos preenchidos 
com xenoenxerto porcino no osso parietal de ratos [tese]. São Paulo: Universidade de 
São Paulo, Faculdade de Odontologia; 2018. Versão Corrigida. 
 
 

A regeneração óssea guiada é usada na reparação de defeitos ósseos com suficiente 

evidência de sucesso. Dentro desta técnica, os xenoenxertos são uma boa opção 

devido as suas características e segurança para o paciente. Todavia, estudos para 

melhorar as propriedades dos substitutos ósseos para a formação adequada de novo 

osso são constantes. Os bisfosfonatos (BPs) são análogos sintéticos dos pirofosfatos, 

constituem a primeira linha de tratamento para algumas desordens ósseas e tem sido 

utilizado com sucesso para reduzir o risco de fratura e melhorar a qualidade de vida 

dos pacientes. Os efeitos adversos e benefícios dos BPs são amplamente estudados. 

Está comprovado que os BPs inibem a reabsorção óssea reduzindo a atividade dos 

osteoclastos, mas também que as células osteoblásticas na presença de BPs que 

contêm nitrogênio aumentam sua proliferação e sua diferenciação na linhagem 

osteoblástica, promovendo mineralização além de inibir a apoptose de osteócitos e 

osteoblastos. Neste trabalho estudou-se o efeito do alendronato administrado local e 

sistemicamente na regeneração óssea com xenoenxerto porcino em ratos com 

defeitos críticos no osso parietal. Foram usados sessenta ratos Wistar albinos, 

distribuídos em três grupos (n=20), sendo que o grupo controle (GC) teve o defeito 

tratado apenas com xenoenxerto, o grupo experimental XE-ALNL que recebeu o 

xenoenxerto previamente hidratado com alendronato sódico, e o terceiro grupo, XE-

ALNS, recebeu xenoenxerto com administração sistêmica diária de alendronato. As 

amostras foram fixadas, descalcificadas e processadas para análise histológica em 

microscopia de luz, histoquímica para fosfatase ácida tartarato-resistente (TRAP), e 

imuno-histoquímica para osteopontina (OPN). Determinou-se que o uso de 

alendronato potencializa a formação de novo osso. O que pode ser explicado pelo 

efeito conservador do alendronato no xenoenxerto prolongando seu efeito 

osteocondutor. Os resultados do grupo XE-ALNL mostraram que o efeito do 

alendronato sódico usado na hidratação do xenoenxerto colocado no defeito provocou 

uma maior formação de novo osso primário, tanto ao redor das bordas que limitavam 



 

o defeito como dos grânulos de xenoenxerto, quando comparado ao GC e ao grupo 

XE-ALNS, para os dois períodos avaliados (30 e 60 dias). Ainda que no grupo XE-

ALNS nas amostras avaliadas para o período de 30 dias seu padrão foi similar ao GC, 

no período de 60 dias se observou maior quantidade de osso novo em relação ao GC 

no mesmo período. A presença de tecido conjuntivo com suas fibras colágenas entre 

os grânulos do xenoenxerto foi confirmada com a coloração de tricrômico de Mallory. 

A imunomarcação de OPN mostrou as áreas de osso primário formadas, bem como a 

presença de algumas linhas cimentantes. A escassa presença de osteoclastos 

evidenciou a baixa taxa de reabsorção dos grânulos do xenoenxerto nos períodos 

avaliados. 

     

 

Palavras-chave: Xenoenxerto porcino. Alendronato sódico. Regeneração óssea. 

Osteopontina. Microscopia. Imuno-histoquímica. Biomateriais.  
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ABSTRACT 
 
 

Real López BE. Histological and immunohistochemical study of the effect of sodium 
alendronate dispensed locally and systemically in the repair of defects filled with 
porcine xenograft in rat parietal bone [thesis]. São Paulo: Universidade de São Paulo, 
Faculdade de Odontologia; 2018. Versão Corrigida. 
 

Guided bone regeneration is used in treatment for repairing bone defects with proven 

evidence of success. Within this technique, xenografts are a good alternative because 

of its characteristics and safety for the patient; however, studies aiming to enhance the 

properties of bone substitutes for proper formation of new bone is continuous. 

Bisphosphonates (BPs) are synthetic analogues of pyrophosphates, they represent 

the first line of treatment for some bone disorders. They have been successfully used 

to reduce the risk of fracture and improve the quality of life for patients, its adverse 

effects and benefits are widely studied. It has been established that BPs inhibit bone 

resorption by reducing osteoclast activity but also that osteoblastic cells in the 

presence of nitrogen-containing BPs increase their proliferation and differentiation in 

the osteoblastic lineage, inducing mineralization, and inhibiting apoptosis of osteocytes 

and osteoblasts. This study investigated the effect of alendronate administered locally 

and systemically on bone regeneration with porcine xenograft in rats with critical 

defects (5 mm in diameter) made in the parietal bone. Sixty Wistar albino rats were 

divided into three groups (n=20): control group (CG) with defect treated only with 

xenograft, XE-ALNL group received xenograft previously hydrated in 1 mg/ml of 

alendronate sodium, and the third group, XE-ALNS, received xenograft with daily 

systemic administration of alendronate (2.5 mg / kg). Each experimental group was 

randomly divided into two sub-groups (n=10): in the first sub-group of each 

experimental group the animals were sacrificed after 30 days and in the second after 

60 days. The samples were fixed, decalcified and processed for light microscopic 

analysis, histochemistry for tartrate-resistance acid phosphatase (TRAP), and 

immunohistochemistry for osteopontin (OPN). The results of the XE-ALNL group 

showed that the effect of sodium alendronate used in the hydration of the xenograft 

placed in the defect caused a superior formation of new primary bone, both around the 

edges that limited the defect and the xenograft granules, when compared to CG and 

the XE-ALNS groups, for both periods of 30 and 60 days. For the XE-ALNS group even 

though smaller amount of primary bone was formed when compared to XE-ALNL at 



 

30 and 60 days, its pattern was similar to the CG at 30 days; however, for the 60 days 

sub-group a greater amount of new bone was observed when compared to the CG in 

the same period. The presence of connective tissue with its collagen fibers between 

the granules of the xenograft was confirmed with Mallory's trichrome staining. The OPN 

immunolabeling showed the areas of primary bone formed, as well as the presence of 

cement lines. The low osteoclast presence indicated a low rate of xenografts 

reabsorption in the evaluated periods. 

  

 

Key-words: Porcine xenograft. Sodium alendronate. Bone regeneration, Osteopontin. 
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1 INTRODUÇÃO 

Os enxertos ósseos têm sido amplamente utilizados na atualidade para 

melhorar a regeneração óssea em um grande número de situações clínicas 

resultantes de traumas, remoção de tumores e outros variados tipos de 

procedimentos cirúrgicos. 

Existem três propriedades principais que um material ideal para enxerto 

deve desencadear: osteogênese, osteocondução e angiogênese. A primeira diz 

respeito à atividade das células formadoras de osso; a segunda, à capacidade de 

se constituir num arcabouço para as células formadoras e a terceira, à capacidade 

de garantir a nutrição mediante uma boa irrigação sanguínea. 

Existe uma variedade de possibilidades de biomateriais para enxerto, cada 

uma com suas vantagens e inconvenientes. O mais eficiente regenerador seria o 

autoenxerto, mas apresenta os inconvenientes de ser escasso e ser obtido 

mediante um trauma provocado ao paciente. Os aloenxertos também são de difícil 

obtenção e, assim, o desenvolvimento e melhora tanto dos xenoenxertos como 

dos enxertos aloplásticos constituem uma opção para resolver as necessidades 

de regeneração óssea dos diferentes defeitos. Porém, a necessidade de melhorar 

o volume obtido e a qualidade de osso formado fez com que os estudos se 

encaminhassem para a utilização de técnicas e combinações de drogas que 

promovem a manutenção ou estímulos do osso; entre essas drogas estão os 

bisfosfonatos (BPs).  

Os BPs interferem na atividade clástica e, portanto, diminuem a reabsorção 

dos tecidos mineralizados, melhorando ou alterando a reparação e remodelação 

óssea. Essas drogas vêm sendo amplamente utilizadas com sucesso para reduzir 

o risco de fratura e melhorar a qualidade de vida dos pacientes com desordens 

ósseas como osteoporose, doença de Paget, displasia fibrosa, câncer de osso, e 

inflamações relacionadas com perda óssea. Além disso, os BPs podem também 

estimular a atividade dos osteoblastos, sendo estabelecida a relação entre 

osteoblastos e osteoclastos na biologia óssea. 

Apesar de ser muito estudado, ainda há muitos aspectos desconhecidos 

sobre o papel dos BPs na fisiologia óssea: estudos determinam que estes têm 



27 

 

afinidade pelo mineral ósseo, que também induzem os osteoblastos a secretar 

inibidores da reabsorção e que também estimulam a formação de precursores de 

osteoblastos e nódulos mineralizados, promovendo a osteoblastogênese. 

O alendronato é considerado o BPs mais amplamente prescrito, com evidência 

de efetividade nos processos de reabsorção óssea. Tem sido amplamente utilizado 

em estudos de modelos animais, geralmente com administração sistêmica do fármaco 

para avaliação de defeitos críticos. Por outro lado, o uso do alendronato com aplicação 

local é escassa, existindo resultados um tanto contraditórios. 

Sendo assim o uso dos BPs como complemento em tratamentos de 

regeneração óssea onde se procura obter um volume ósseo adequado e de qualidade 

é possível. Existindo evidência que os xenoenxertos porcinos modificados com BPs 

favorecem a formação e incremento de tecido ósseo, é preciso estudar também qual 

é a via de administração mais efetiva desse BPs. 

Assim, o presente estudo propõe analisar o efeito do alendronato administrado 

local ou sistemicamente sobre a regeneração óssea em defeitos criados no osso 

parietal de ratos preenchidos com xenoenxerto porcino. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 TECIDO ÓSSEO  

O tecido ósseo é um dos tecidos de natureza conjuntiva de consistência dura 

que formam o esqueleto isto devido aos cristais de hidroxiapatita que é o componente 

mineral na sua matriz (1, 2). Os ossos são também reservatórios de cálcio, fosfato e 

outros íons, sendo importantes na manutenção dos níveis no sangue (3).  

Apesar da sua aparência inativa, existem regiões de osso que são reabsorvidas 

e outras neoformadas durante a vida toda, fenômeno conhecido como remodelação 

óssea, isto como resposta a estímulos sistêmicos e locais (1). 

2.1.1 ESTRUTURA E COMPONENTES DO TECIDO ÓSSEO 

Este tecido está macroscopicamente disposto nos ossos como osso compacto, 

ou cortical óssea, localizado na superfície ou como osso esponjoso, que constitui o 

trabeculado interno com cavidades preenchidas pela medula óssea, sua circulação é 

responsável pela nutrição das células ósseas (1). 

O tecido ósseo é caracterizado pela fase mineral que representa 65% de seu 

peso constituída de fosfato de cálcio (cristais de hidroxiapatita) associados a matriz 

previamente formada. Os restantes 35% são constituídos por 20% de material 

orgânico (matriz orgânica mas células) e 15% de água (3). 

2.1.1.1 MATRIZ ORGÂNICA  

A matriz orgânica tem um grande papel molecular e estrutural como armação 

para a deposição do componente inorgânico (3).  

Quando a mineralização inicia os osteoblastos secretam uma matriz constituída 

por 90% de colágeno, dos quais o colágeno de tipo I representa 85% e os restantes 
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são colágenos tipo III e V. Os 10% constitui componentes não colágenos, a maioria 

se associa às fibrilas colágenas outorgando à matriz as características que fazem que 

mineralize e mantenha o mineral confinado à matriz óssea (1, 2).  

2.1.1.1.1 COMPONENTES NÃO COLÁGENOS  

A maioria se associa às fibras colágenas, outorgando à matriz as 

características que permitem que mineralize e mantenha o mineral confinado à matriz. 

Os componentes mais importantes são: glicoproteínas e fosfoproteínas, como a 

osteopontina e a sialoproteína óssea, ambas altamente fosforiladas, 

consequentemente com afinidade pela hidroxiapatita, além de possuir a sequência 

RGD que se liga à integrinas da membrana plasmática das células. Se ligam também 

ao colágeno e às outras proteínas da matriz. Esta propriedade de adesão explica a 

presença destas proteínas nas linhas cimentantes. A deposição continuada de estas 

proteínas não colágenas durante a fase ativa da formação óssea contribui para a 

regulação da mineralização e conferir coesão entre a matriz mineralizada (4). 

  

 Outras proteínas não colágenas são: osteonectina, uma proteína acídica, rica 

em cisteína, e osteocalcina, rica no aminoácido glutamina (1, 5). 

 

Os proteoglicanos de cadeias pequenas ricos em leucina como decorin, 

biglican, lumican e osteoaderin estão presentes na matriz mineralizada, além das 

proteínas morfogenéticas ósseas (BMPs) e algumas proteínas séricas (1) 

2.1.1.2 CÉLULAS DO TECIDO ÓSSEO 

O primeiro grupo das células do tecido ósseo se originam de células 

indiferenciadas de origem ectomesenquimal (na região craniofacial) que são induzidas 

a se diferenciarem em osteoblastos. Alguns destes são rodeados pela matriz óssea, 

ficando conectados por canalículos tornando-se osteócitos. Quando os osteoblastos 

da superfície param de secretar matriz recobrem a última camada desta formando o 
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osteoide. O segundo grupo de células são as relacionadas com a reabsorção óssea 

que provém da fusão de células da linhagem monocítica do sangue que no osso são 

os osteoclastos que se apresentam como células gigantes multinucleadas (1).  

 

2.1.1.2.1 OSTEOBLASTOS 

Derivam das células mesenquimais indiferenciadas respondendo a um 

complexo sistema de sinalização (3, 6). São responsáveis pela síntese e secreção da 

matriz orgânica do osso, pela formação das vesículas da matriz, estão associados à 

fosfatase alcalina e envolvidos na gênese do tecido ósseo e sua mineralização (3, 5, 

7).  

No seu citoplasma, desenvolvem-se organelas de síntese e secreção proteica 

tales como: complexo de Golgi, retículo endoplásmico rugoso e grânulos de secreção 

que se polarizam para o lado da célula onde a matriz está sendo depositada. Assim 

estas células formam uma camada contínua em torno da matriz (1).  

Nos primeiros estágios da formação do osso, junções intercelulares oclusivas 

do tipo focal começam a ser formadas entre os osteoblastos recém diferenciados, 

compartimentalizando parcialmente a matriz óssea jovem e influenciando 

possivelmente a morfogênese do tecido ósseo primário, antes dos eventos de 

remodelação (3, 6). 

Quando os osteoblastos não estão formando matriz, são denominadas células 

de revestimento ósseo, que revestem a matriz calcificada, podendo voltar à síntese e 

à secreção de matriz se houver a necessidade de formação de novo osso. As células 

de revestimento ósseo participam da regulação da atividade osteoclástica, liberando 

os fatores osteoprotegerina (OPG) ou o RANKL, dependendo da necessidade 

fisiológica do osso (1, 2, 6).  

Além disso, os osteoblastos funcionam como receptores e transmissores de 

sinais para remodelação. Tem receptores para hormônios como da paratireoide e da 

tiroide, estrógenos, vitamina D, glicocorticoides, insulina. Vários fatores locais como 

prostaglandinas, citocinas e interleucinas também agem em relação à proliferação, 

diferenciação e atividade dos osteoblastos. Assim secretam numerosos fatores 
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reguladores, tais como interleucinas (IL-6) e fatores de crescimento, como TGF-β e 

IGF-1 (3, 6).  

 

2.1.1.2.2 OSTEÓCITOS 

Os osteócitos, as células mais numerosas do tecido ósseo, são osteoblastos 

que ficaram envolvidos na matriz óssea mineralizada, cessando sua atividade 

secretora (1, 8). São células elipsoides que no seu citoplasma tem um núcleo esférico 

rodeado de poucas cisternas de retículo endoplasmático rugoso e sáculos de 

complexo de Golgi, característica que reflete a pouca atividade metabólica, mas sua 

vitalidade é indispensável para a manutenção da homeostase óssea (3). Do corpo 

celular se originam numerosos e finos prolongamentos que contatam os 

prolongamentos dos osteócitos vizinhos, estabelecendo junções comunicantes que 

contem principalmente conexina 43 (Cx43). Assim, na matriz óssea mineralizada 

forma-se o sistema lacuno-canalicular, pelo qual chegam os nutrientes e sinais a todos 

os osteócitos, que são também capazes de produzir sinais para remodelação em 

resposta a fatores mecânicos (1-3, 7). 

As pressões e trações que ocorrem nos ossos pelas atividades fisiológicas ou 

exercícios físicos, movimentam o tráfego do fluido ósseo pelos canalículos, 

estimulando a expressão de esclerostina nos osteócitos, que atua como antagonista 

do receptor 5 para lipoproteína (LRP5) que por sua vez é um estimulador da 

manutenção da massa óssea. Além disso, a esclerostina inibe a via Wnt/β-catenina, 

inibindo a diferenciação e/ou a ativação osteoblástica. Assim, a redução na difusão do 

fluido ósseo pelos canalículos desencadeia alterações nos osteócitos, que entram em 

apoptose, liberando ativador do fator kB ligante (RANKL), um estimulador da atividade 

osteoclástica. (1, 8).  
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2.1.1.2.3 OSTEOCLASTOS 

Os osteoclastos são células gigantes multinucleadas contendo entre 3 e 50 

núcleos. Originam-se pela fusão de células da linhagem monócito-fagocítica dos 

tecidos hematopoiéticos e são responsáveis pela reabsorção do tecido ósseo em 

condições fisiológicas e patológicas (1, 3, 6).  

Na região ativa do osteoclasto em contato com a matriz óssea, duas partes 

podem ser diferenciadas: a parte central, denominada borda em escova ou pregueada 

cuja membrana é de natureza lisossomal, e a que está em torno dela, a zona clara 

que também está em contato com a matriz óssea. A superfície que está sendo 

reabsorvida recebe o nome de lacuna de Howship. Na membrana plasmática da zona 

clara encontram-se integrinas αvβ3, que se ligam à sequência RGD de proteínas da 

matriz óssea como a osteopontina e a sialoproteina óssea (3, 7). 

Seu recrutamento depende de interações entre osteoblastos/células de 

revestimento ósseo, células do estroma da medula óssea e as próprias células 

hematopoiéticas, as quais liberam fatores como a interleucina-3 (IL-3) e o fator 

estimulante de colônias da linhagem monocítica (M-CFS), para os quais os 

precursores dos osteoclastos respondem, proliferando-se e fundindo-se, originando 

células multinucleadas. Além disso, os precursores possuem na sua membrana 

plasmática, um receptor denominado receptor ativador de NF-kB (RANK), o qual é 

ativado por uma molécula ligante, chamada, portanto, de RANKL (1, 6).  

As células multinucleadas são também ativadas pela interação RANKL-RANK. 

A expressão e a secreção do RANKL pelos osteoblastos/células de revestimento 

ósseo e por células indiferenciadas são reguladas pela vitamina D, pelo paratormônio 

(PTH), por prostaglandinas e pelo M-CSF. As mesmas células secretam uma proteína 

solúvel, a OPG, que se liga ao RANKL, imobilizando-o, regulando negativamente a 

ativação dos osteoclastos e seus precursores. Células do sistema imune como 

linfócitos T, também secretam RANKL e OPG (1, 2, 9).  

A sequência dos eventos da reabsorção óssea pelos osteoclastos são ativados 

quando entram em contato com a superfície óssea, entre outros por intermédio de 

receptores de membrana (integrinas), incluindo receptores para vitronectina (3). Em 

seguida desenvolve-se a zona clara que fixa transitoriamente o osteoclasto na região 

a ser reabsorvida, e produze prótons (H+) ficando a região com um pH entre 4 e 5. É 
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secretada também cistina-proteinase do tipo catepsina-K, e um dos marcadores 

característicos dos osteoclastos a enzima fosfatase ácida resistente ao tartarato 

(TRAP) (3, 9).  

A função principal do osteoclasto é a degradação da matriz óssea, mas também 

se sugere que estaria envolvido na fagocitose e na destruição de células ósseas 

principalmente osteócitos (10). Fatores elétricos, gravitacionais e biomecânicos 

influenciam as atividades do tecido ósseo. A regulação local da reabsorção óssea está 

baseada no sistema RANK/RANKL/OPG (3). 

2.1.2 REMODELAÇÃO ÓSSEA  

Quando as trabéculas aumentam sua espessura, aumenta também a distância 

entre os osteócitos da região central da trabécula e a superfície, onde está a 

vascularização e a fonte de nutrientes. Surge assim a necessidade de mudança 

estrutural no osso. Na sequência, os primeiros osteoclastos aparecem; os 

osteoblastos de uma determinada área cessam a deposição da matriz, degradam o 

osteóide e se afastam da superfície óssea, sofrendo apoptose (3, 9). 

Os osteoclastos se aderem à matriz mineralizada e iniciam o processo de 

reabsorção; quando terminam, afastam-se e sofrem apoptose também. Células 

indiferenciadas são atraídas para a região, diferenciando-se em novos osteoblastos, 

os quais depositam proteínas não colágenas, osteopontina e sialoproteína óssea que, 

pelas suas propriedades adesivas, forma uma linha cimentante entre ambas matrizes. 

Esta linha, por ser originada entre uma superfície reabsorvida e uma nova matriz, 

conhecida como linha de reversão. Outro tipo de linha cimentante é a chamada 

“aposicional”, formada quando os osteoblastos sofrem períodos de repouso e 

retomam depois a deposição da matriz. A diferença entre estas líneas é que a 

aposicional é lisa e regular (1, 9). 

O osso primário ou imaturo é pouco organizado e irregular. Tem maior 

densidade de osteócitos que o osso secundário, dispostos irregularmente e alojados 

em lacunas arredondadas. As fibras colágenas da sua matriz estão sem organização 

definida, dispostas menos densamente e deixam espaços interfibrilares que são 

ocupados pelas proteínas não colágenas, principalmente osteopontina e sialoproteína 
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óssea (1, 3). Gradualmente torna-se osso secundário ou maduro que tem menor 

densidade de osteócitos, dispostos mais regularmente e alojados em lacunas 

achatadas. Na matriz do osso secundário as fibras colágenas organizam-se adotando 

uma disposição concêntrica (3). 

2.1.2.1 REGENERAÇÃO ÓSSEA GUIADA 

A regeneração de defeitos ósseos ainda constitui um desafio clinico na 

atualidade (11). A regeneração óssea guiada é a técnica mais versátil e efetiva para 

aumento da crista alveolar (12) e o procedimento mais usado e estudado para tratar 

defeitos ósseos, com evidência de sucesso na regeneração do osso perdido (13). Este 

procedimento pode permitir o aumento do osso alveolar em aproximadamente 8.5 mm 

nos defeitos críticos (14). A técnica requer o uso de enxertos ósseos associados com 

membranas (15). 

O conceito de regeneração óssea guiada diz respeito a uma área fechada em 

torno do defeito, com uma barreira que preserve o sangue e permita a manutenção e 

estabilidade do espaço para infiltração e proliferação de células osteogênicas, 

proliferação de vasos ou angiogênese e fechamento primário da ferida (16, 17). Os 

enxertos ósseos funcionam principalmente como arcabouço que contribui para a 

proliferação celular neste processo (17, 18). O propósito é obter tecidos estrutural e 

funcionalmente semelhantes aos perdidos, também no que se refere à quantidade e 

qualidade óssea (11). 

2.2 ENXERTOS ÓSSEOS E SUBSTITUTOS ÓSSEOS  

O processo de reparação óssea ocorre de maneira natural. Mas nos casos de 

defeitos com perda óssea crítica, fratura óssea grave ou nos casos em que não se 

prevê a regeneração, é necessária a utilização de substitutos ósseos ou enxertos (19). 

Os enxertos ósseos constituem um recurso amplamente usado para a 

regeneração óssea. Os enxertos ósseos são, depois da transfusão do sangue, os 

transplantes mais frequentes feitos no mundo (20, 21). As perdas deste tecido são 
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comuns como resultado de traumas, remoção de tumores e procedimentos cirúrgicos 

(22, 23). Assim, na prática clínica, os substitutos ósseos são usados para fins de 

reconstrução, reparo e aumento do estoque ósseo (24).  

A incorporação dos enxertos é um processo dinâmico em que simultaneamente 

ocorrem reabsorção de osso necrótico e neoformação óssea. A integração dos 

enxertos é um processo de interdigitação e englobamento do osso do doador pelo 

novo tecido que forma o receptor. É muito semelhante à reparação ou consolidação 

das fraturas (11, 25). A resposta biológica do tecido receptor está relacionada com o 

origem do biomaterial (11). Começa com a destruição da estrutura vascular no local 

da lesão, o que forma um hematoma, reduz o suprimento de nutrientes e determina 

um processo inicial de reabsorção óssea. O hematoma gerado ativa moléculas de 

sinalização e fatores de crescimento que estimulam a proliferação e diferenciação de 

células osteoprogenitoras (11). 

Os materiais de enxerto ideais devem apresentar as características que 

permitem a neoformação de osso alveolar, baseados em três mecanismos biológicos: 

osteogênese, osteoindução e osteocondução (21). A primeira consiste na capacidade 

de estimular a cicatrização óssea pela presença de células (25), o que exige o 

transporte de células ósseas vivas junto com o material de enxerto, aspecto 

caraterístico inerente dos enxertos autógenos (25).  

A osteoindução é a capacidade que alguns materiais tem para induzir a 

diferenciação de células mesenquimais pluripotentes em células osteoprogenitoras, o 

que é devido à presença de proteínas existentes na matriz orgânica óssea (26). 

A característica dos enxertos para servir de arcabouço na formação de osso é 

a osteocondução. Significa que o material tem a capacidade de conduzir ou direcionar 

a neoformação sobre e entre o próprio material de preenchimento (25), o que é 

favorecido pela penetração de capilares sanguíneos através do enxerto (18, 26, 27). 

É uma caraterística comum em todos os substitutos ósseos, e não precisa fornecer 

uma interação bioquímica entre o enxerto e a área de recepção (11). 

Existe ainda uma quarta característica que devem apresentar os enxertos: 

bioatividade, definida como a interação ou influência entre o biomaterial e o tecido 

circundante, característica especialmente presente nos enxertos de fosfato de cálcio 

(25), e que conduz a formar uma ligação na interface com o tecido adjacente (11). Um 

substituto ósseo ideal deve ser biocompatível, sem características antigênicas, 

teratogênicas ou carcinogênicas. Deve ser de fácil manipulação, estéril ou 
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esterilizável, hidrofílico, e apresentar propriedades mecânicas e químicas adequadas 

(11, 28). 

Os substitutos ósseos usados em cirurgia oral ou maxilo-facial podem ser 

classificados, com base em sua origem biológica e fonte, como: autoenxertos, 

aloenxertos, xenoenxertos e enxertos aloplásticos (11).  

 

2.2.1 AUTOENXERTOS 

Este enxerto autólogo implica a retirada de osso do paciente, intraoral ou 

extraoral, de uma região não lesionada para seu transplante na zona de lesão. Entre 

todos os enxertos disponíveis, o osso autólogo é considero como gold standard por 

suas características de osteocondução, osteoindução e osteogênicas (14, 19, 21, 25, 

29, 30). Evita também problemas imunológicos (31), mas implica numa cirurgia 

adicional, num segundo local em que se provoca uma lesão. Há limitações a seu uso 

devido também à baixa disponibilidade de osso autógeno, especialmente se for 

retirado por via intraoral, bem como ao dano causado à área doadora, e à reabsorção 

imprevisível do enxerto (32, 33). Além destes inconvenientes, pode aparecer infecção 

óssea, já que o osso obtido, mesmo com uma profilaxia com antibióticos, pode permitir 

crescimento de bactérias (21). Esses inconvenientes fizeram com que os substitutos 

de osso se tornassem uma opção viável para os procedimentos de aumento ósseo 

(13), evitando-se outra intervenção e encurtando-se o período de cicatrização (18). 

 

2.2.2 ALOENXERTOS 

Estes enxertos são aqueles transferidos entre membros geneticamente 

diferentes da mesma espécie. Podem ser disponíveis nas formas esponjosa, cortical 

ou como matriz óssea desmineralizada. São primariamente osteocondutores. Embora 

não tenham propriedades osteogênicas, abordam várias das desvantagens da 

autogênese. Podem estar disponíveis em grandes quantidades e não estão 
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associados à morbidade do sítio doador ou ao tempo envolvido na colheita de osso 

autógeno(34). Porém, podem ter risco de antigenicidade, além de existir a 

possibilidade de transmissão de vírus e outros agentes infecciosos (11, 21, 32, 34). 

2.2.3 ALOPLÁSTICOS 

São substitutos ósseos sintéticos ou inorgânicos capazes de imitar as 

características típicas do tecido ósseo, como biodegradabilidade, bioatividade e 

osteocondutividade (12, 13, 24). Apesar dessas propriedades desejáveis, são 

conhecidos por terem propriedades mecânicas relativamente baixas (24). Constituem 

um grupo heterogêneo de biomateriais, quimicamente à base de cálcio, tais como 

fosfatos de cálcio, sulfato de cálcio, vidros bioativos e polímeros (11, 13, 18). 

No entanto, apesar das vantagens em termos de disponibilidade ilimitada, 

ausência de resposta imune ou transferência de patógenos, estes enxertos não 

provocam osteoindução apropriada nem apresentam propriedades osteogênicas (33), 

como é o caso do fosfato tricálcio, que exibe reabsorção rápida e pode vir a impedir o 

crescimento ósseo (13, 33). No mínimo, o material de enxerto deve ter propriedades 

osteocondutivas que guiem a neoformação e aposição óssea, permitam adesão, 

migração e proliferação celular (21, 31). Sua composição química, geometria, 

ultraestrutura e propriedades mecânicas são os determinantes para uma boa 

cicatrização de defeitos ósseos (11).  

 

2.2.4 XENOENXERTOS 

São aqueles tomados a partir de outras espécies: animais, corais ou algas. O 

osso bovino desproteinizado é um dos substitutos mais bem documentados na 

literatura mediante estudos histológicos e clínicos que descreveram suas 

propriedades osteocondutoras (11, 13, 35-37). 

Porém, sua reabsorção é uma questão controversa, porque sua capacidade de 

ser totalmente reabsorvido não é muito bem conhecida, nem se conhece o tempo 
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necessário para toda a substituição por novo osso formado (11). Os grânulos do 

biomaterial sofrem uma reabsorção lenta e pobre, por isso que tendem a ser cercados 

por tecido neoformado em vez de serem reabsorvidos e entrarem no processo 

fisiológico de remodelação (33, 35). Este comportamento pode ser resultado do 

tratamento de desproteinização e de esterilização que esses biomateriais sofrem para 

estarem disponíveis para uso clínico. De fato, a ausência de proteínas é fundamental 

para evitar reações imunológicas indesejadas e riscos de infecções. Apesar da 

vantagem de assegurar a remoção de todo o componente orgânico, este tratamento 

também modifica a estrutura mineral da hidróxiapatita óssea e adquire um potencial 

reduzido de reabsorção (11). A osteocondutividade e biocompatibilidade são parte das 

suas vantagens (11, 13, 32). 

Os xenoenxertos são considerados uma alternativa aos enxertos autógenos, 

com vantagens e desvantagens semelhantes àquelas do aloenxerto (11, 38). Os 

xenoenxertos mais comumente usados são de origem bovina, suína e equina (39). 

Têm a vantagem da disponibilidade e de evitar o risco de transmissão de doenças 

(40). 

Os suínos pertencem a uma espécie que compartilha proximidade de anatomia, 

fisiologia e composição genética com a espécie humana, e tem servido como 

excelentes doadores de xenoenxerto para receptores humanos (40-42). Os enxertos 

obtidos desses animais são biocompatíveis, demostram boa osteocondutividade, 

causam apenas uma resposta inflamatória no estágio inicial e permitem a rápida 

formação de tecido granulado, posteriormente sendo substituído por osso trabecular. 

Não se observam fibroses entre implantes e osso (41). O xenoenxerto porcino não 

interfere com a regeneração óssea e integração dos implantes. Apresenta as fases de 

formação óssea e mostra características semelhantes ao tecido ósseo preexistente 

(43-45).  

Xenoenxerto porcino enriquecido com colágeno pré-hidratado (OsteoBiol® 

mp3; Tecnoss Dental) é um osso livre de antígeno. Consiste em 90% de grânulos de 

600-1000µm, com alta porosidade, misturados com 10% de colágeno do tipo I puro, o 

que favorece sua reabsorção no leito receptor do enxerto. Assim, levando em 

consideração a alta taxa de remodelação óssea, o material pode ser usado de forma 

eficaz (15, 46-48). 

Por seu conteúdo de colágeno, o xenoenxerto porcino facilita a coagulação 

sanguínea e a subsequente invasão de células reparadoras e regenerativas (49). O 



39 

 

desafio é conseguir que as propriedades dos substitutos ósseos melhorem as 

características necessárias para garantir a formação de novo osso (32, 50). O 

processo de reabsorção dos xenoenxertos ainda não está muito claro (47). 

 

2.3 BISFOSFONATOS 

Os bisfosfonatos (BPs) são drogas cujos efeitos adversos e benefícios são 

amplamente estudados. São análogos sintéticos dos pirofosfatos e constituem a 

primeira linha de tratamento para desordens ósseas como osteoporose, doença 

de Paget, displasia fibrosa, câncer de osso, e inflamações relacionadas com perda 

óssea (51-53). Diferentemente dos pirofosfatos, os BPs apresentam uma cadeia 

de carbono em vez de uma molécula de oxigênio, originando a ligação P-C-P, o 

que quer dizer que tem uma molécula central de carbono (C) vinculada a dois 

átomos de fósforo (P), e mais duas cadeias laterais (R1 e R2) que habilitam a 

síntese de numerosos componentes com diferentes propriedades (54). A 

substituição por hidroxila em R1 aumenta a afinidade de BPs pelos cristais de 

cálcio, enquanto que a presença do átomo de nitrogênio em R2 aumenta seu 

potencial e determina seu mecanismo de ação (53). 

Os BPs são inibidores efetivos da reabsorção óssea dependendo de suas 

doses (53). Sua estrutura permite que ocorra ligação com os cristais de 

hidroxiapatita e que a presença de nitrogênio nos dois lados de essa cadeia 

aumente ainda mais o potencial farmacológico da droga (55, 56). 

Os BPs podem ser classificados em aqueles que contem nitrogênio como 

risedronato, zoledronato, ibandronato e o alendronato, e os que contem nitrogênio 

como etidronato, clodronato e tiludronato (53, 56). Os BPs que contem nitrogênio 

são mais potentes na inibição da reabsorção óssea (29). No geral os efeitos 

farmacológicos no osso parecem depender de duas propriedades chave: afinidade 

pelo mineral osso e efeito inibitório em osteoclastos (57). 

Quando são administrados sistemicamente, os BPs nitrogenados são 

adsorvidos, entram em contato extracelular próximo aos osteoclastos, 
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osteoblastos e osteócitos. O pH ácido na lacuna de reabsorção óssea promovido 

pelos osteoclastos causa a dissociação dos BPs da superfície óssea, seguida da 

captação primária intracelular em osteoclastos por endocitose (58, 59) induzindo 

severos distúrbios em seu metabolismo celular e na sua função de reabsorção (60, 

61). 

Seu principal mecanismo de ação é bloquear a formação de intermediários 

na via de biossíntese de mevalonato, o que leva à síntese de colesterol e outros 

esteróis. É assim que inibe a síntese da enzima farnesil pirofosfato (FPPS), enzima 

chave de ponto de ramificação na via do mevalonato, que gera lipídeos 

isoprenóides utilizados na síntese de esteróis, e induz a modificação pós-tradução 

de ligações de GTP, proteínas essenciais para a função dos osteoclastos (57, 62), 

o que leva a uma resposta inflamatória de fase aguda e à produção de Apppl (um 

análogo de ATP não hidrolisável) que inibe a traslocação de nucleotídeos de 

adenina mitocondrial e pode resultar em apoptose (63). 

Os BPs inibem a reabsorção óssea e reduzem a atividade dos osteoclastos, 

diminuem a expressão do ativador do receptor do ligando NF-kappa B (RANKL) e 

aumentam a expressão da osteoprotegerina (OPG) (64). 

A sua ação não se limita aos osteoclastos mas se menciona que também 

há ação sobre osteoblastos e dos osteócitos e, inclusive, que o tipo de ação que 

provoca pode ser condicionada pela dose de administração (65, 66), já que baixas 

doses tem demonstrado exercer efeitos benéficos sobre os osteoblastos (65). Os 

BPs nitrogenados previnem a apoptose de osteoblastos e osteócitos, que têm uma 

dependência na expressão de conexina 43 (57, 64)  

Sabe-se também que os BPs nitrogenados aumentam a proliferação e 

diferenciação dos osteoblastos (67, 68). e inibem a apoptose de osteócitos e 

osteoblastos (52, 64). O efeito contra a apoptose é independente do efeito nos 

osteoclastos, sendo melhor quando são administrados com menor dosagem, o que 

abre novas possibilidades terapêuticas para os BPs (64). 

A administração de BPs aumenta a expressão de marcadores e promotores 

de diferenciação de osteoblastos, promovendo reparação de defeitos em calvária 

de ratos (60). Esta característica sugere que poderia ter resultados positivos na 

regeneração óssea através de xenoenxertos, que são os substitutos ósseos mais 
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usados atualmente, uma vez que a evidência científica sugere que o papel dos 

BPs vai além da influência nos osteoclastos (52, 54). Diferentes estudos mostram 

que a adição de BPs estimula a formação óssea para a substituição de 

xenoenxertos (69) (70). 

O alendronato sódico tem sido utilizado com sucesso para reduzir o risco 

de fratura e melhorar a qualidade de vida dos pacientes. Apesar de ser muito 

estudado, ainda há muitos aspectos desconhecidos sobre seu papel na fisiologia 

óssea (71, 72). 

O uso de alendronatos melhora a reparação e remodelação óssea (73, 74). 

O alendronato administrado local e sistemicamente em ratos com defeitos críticos 

de 5mm em calvária, preenchidos com auto enxertos, provocou aumento 

significativo no número de osteoblastos, ao contrário dos casos em que apenas foi 

colocado no auto enxerto, o que sugere que a droga promove a formação de novo 

osso (29). Resultados semelhantes foram observados em estudos em fêmures de 

ratos com auto enxertos (75); também há evidência de diferença na densidade de 

osso formado em distrações ósseas realizadas em coelhos quando é usado 

alendronato (76). 

Os estudos indicam que a baixa dosagem é a mais indicada para obter 

efeitos positivos na reparação e formação óssea em defeitos críticos (72-74, 77-

79). 
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3 PROPOSIÇÃO 

3.1 PROPOSIÇÃO GERAL 

O objetivo do presente estudo é investigar, através de análise histológica e 

imuno-histoquímica em microscopia de luz, o efeito do alendronato, administrado local 

ou sistemicamente, na reparação óssea de defeitos críticos em osso parietal de ratos, 

preenchidos com xenoenxerto porcino. 

3.2 PROPOSIÇÕES ESPECÍFICAS: 

 Análise histológica do padrão de reparação de defeitos tratados com xenoenxerto 

porcino.  

 Detectar a presença de osteoclastos por meio de método histoquímico TRAP em 

microscopia de luz. 

 Estudar a imunomarcação de osteopontina (OPN), no processo de formação  

óssea em defeitos críticos preenchidos com xenoenxerto porcino.  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

A pesquisa foi conduzida de acordo com os princípios éticos e legais de 

pesquisa de uso de animais, Lei nº 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto nº 

6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de 

Controle de Experimentação Animal (CONCEA) e foi aprovado pela Comissão de 

Ética no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia da Universidade de 

São Paulo-FOUSP, em reunião de 08/05/2017 (Anexo A) 

Para o estudo foram utilizados 60 ratos adultos Wistar albinos, machos, com 

peso entre 300-400g. Durante os experimentos, os animais foram mantidos no biotério 

do Laboratório de Biologia Oral, em salas com temperatura e umidade controladas, e 

ciclos de luz de 12 em 12 horas, recebendo água e ração ad libitum (22). 

Os animais foram divididos aleatoriamente em 3 grupos:  

 Grupo controle (n=20): receberam xenoenxerto sem administração de 

alendronato sódico (GC) 

 Grupo experimental 1 (n=20) receberam xenoenxerto com a administração local 

de alendronato sódico (XE-ALNL) 

 Grupo experimental 2 (n=20): receberam xenoenxerto com a administração 

sistêmica de alendronato sódico (XE-ALNS) 

Cada grupo de estudo foi dividido por sua vez aleatoriamente em dois grupos: 

no primeiro grupo os animais foram sacrificados após 30 dias, e, o segundo grupo 

após 60 dias para a coleta de amostras (Tabela 4.1). 
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Tabela 4.1 - Grupos experimentais 

CÓDIGO DO 
GRUPO 

NÚMERO 
DE 

RATOS 
TRATAMENTO TEMPO 

GC 
10 Xenoenxerto sem Alendronato sódico 30 dias 

10 Xenoenxerto sem Alendronato sódico 60 dias 

XE-ALNL 
10 Xenoenxerto + Alendronato sódico local  30 dias 

10 Xenoenxerto + Alendronato sódico local  60 dias 

XE-ALNS 
10 

Xenoenxerto + Alendronato sódico 
sistêmico 

30 dias 

10 
Xenoenxerto + Alendronato sódico 

sistêmico 
60 dias 

Fonte: a autora 

 

 

4.1 PROCEDIMENTO CIRÚRGICO  

 

 

No dia zero, os animais foram anestesiados com injeção intramuscular de 

Cloridrato de Ketamina (0.85 ml/Kg) (Dopalen, Vetbrands, Brasil) e xilazina (0.85 

ml/kg) (Anasedan, Vetbrands, Brasil) (22) em proporção de 1:1 (80). Foi feita a 

tricotomia no sítio cirúrgico com lâmina de barbear e desinfecção com gliconato de 

clorexidina 0,2%. Na pele foi realizada uma incisão longitudinal de 20 mm, que 

permitiu levantar um retalho incluindo o periósteo. Com a cálvaria exposta, foi 

confeccionado um defeito no osso parietal do lado direito, de 5 mm de diâmetro 

externo com uma trefina cirúrgica (Dentoflex, Brasil), montada num motor operado a 

800 rpm (Driller, Carapicuíba, SP, Brasil), usando baixa velocidade e constante 

irrigação com solução salina estéril (22), tendo muito cuidado para não danificar a 

duramáter (29) (Figura 4.1). Todos os procedimentos cirúrgicos foram realizados pela 

investigadora com calibração previa.  
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Figura 4.1 - Defeito ósseo critico unilateral em osso parietal. 

 

Fonte: a autora 

 

No grupo experimental XE-ALNL, previamente ao posicionamento no sitio 

cirúrgico, os xenoenxertos porcinos foram embebidos em solução de alendronato 1 

mg/ml (em tampão fosfato 0.1M) durante 5 minutos (29), e não foram lavados antes 

da sua colocação no defeito. 

No grupo experimental XE-ALNS e GC, o defeito foi preenchido (Figura 4.2) 

com Xenoenxerto porcino (OsteoBiol® mp3; Tecnoss Dental, Italia). 
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Figura 4.2 – Defeito ósseo tratado com xenoenxerto porcino 

 

 

Fonte: a autora 

 

 

Nos três grupos, depois de colocado, o enxerto foi coberto por membrana de 

colágeno de pericárdio porcino (OsteoBiol® evolution; Tecnoss Dental, Italia). Os 

tecidos moles finalmente foram reposicionados e suturados com fio de nylon 

monofilamento 4-0 (Ethilon), e limpos com solução fisiológica (Figura 4.3). 

Figura 4.3 - Membrana de colágeno cobrindo o enxerto 

 

Fonte: a autora 
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Como cuidado pós-operatório foi administrado pela via subcutânea 10 µl de 

dipirona sódica (D-500®, Zoetis) para analgesia.  

O antibiótico não foi utilizado por ser ratos adultos saudáveis e o procedimento 

cirúrgico ter sido desenvolvido com cuidados de assepsia. Além disso procurou-se 

evitar a administração de substâncias que poderiam interferir com a avaliação do 

estudo.  

Cada grupo de estudo foi dividido por sua vez aleatoriamente em dois grupos. 

No primeiro grupo os animais foram sacrificados após 30 dias, e, no segundo grupo 

após 60 dias para a coleta de amostras. 

4.2 ALENDRONATO SÓDICO SISTÊMICO 

Os ratos do grupo experimental XE-ALNS foram tratados durante 7 dias, 

previamente ao procedimento cirúrgico, com alendronato sódico na dose de 2,5 

mg/kg/d (81) (23). A massa corporal dos animais foi medida no primeiro dia de injeção 

nos animais usando uma balança digital. As soluções de alendronato foram 

preparadas utilizando PBS como veículo. Os animais receberam injeções 

subcutâneas no dorso em um volume de 10 μl de solução. Após à cirurgia foi 

continuada a administração do fármaco durante 30 ou 60 dias, conforme o grupo. Nos 

animais do grupo controle, foi injetado o mesmo volume de solução salina. 

4.3 OBTENÇÃO DOS ESPÉCIMES E FIXAÇÃO  

Ao final de cada tempo estabelecido, os animais foram anestesiados, como foi 

descrito, e sacrificados. Os defeitos e as áreas vizinhas foram removidos em bloco. 

Os blocos foram fixados em uma solução de glutaraldeído a 0,1% e formaldeído a 4%, 

tamponados em 0,1M de tampão fosfato, pH 7,2. Os espécimes foram imersos na 

solução fixadora à temperatura ambiente e, a seguir, submetidos à irradiação de 

microondas em forno de laboratório Pelco 3440 (Ted Pella, Redding, C.A. EUA.), a 

uma temperatura máxima de 37°C. O material foi exposto a 3 ciclos de 5 minutos a 

100% de potência (82). Em seguida este material foi imerso em nova solução fixadora, 
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ficando over night, para depois ser lavado em tampão fosfato 0,05 M, 5 vezes por 10 

minutos. Após este procedimento, o material foi descalcificado em EDTA (Titriplex® 

III, Merck) (a 4,13%, pH 7,2 durante 45 cinco dias. As amostras foram reduzidas de 

seu tamanho e permaneceram mais um dia no EDTA, para finalmente serem 

desidratadas em concentrações crescentes de etanol e embebidas em Paraplast X-

TRA® (SIGMA-ALDRICH) (Figura 4.1).  

Figura 4.4 - Redução do tamanho dos espécimes previa imersão em parafina 

 

Fonte: a autora 

Dos blocos foram obtidos cortes de 4,5 µm de espessura usando um micrótomo 

(Microm HM-360, Alemanha) (22, 23). 

 

 

4.4 PROCESSAMENTO HISTOLÓGICO   

 

 

Para a análise histológica foi feita coloração com hematoxilina e eosina 

seguindo os seguintes passos: desparafinização, hidratação em concentrações 

decrescentes de etanol, lavagem em água destilada, coloração pela hematoxilina, 

lavagem, coloração pela eosina, lavagem, desidratação em concentrações crescentes 

de álcool, diafanização em xilol e montagem em resina sintética (Entellan EMS, 

Hatfield, PA, EUA).  

Para a coloração com tricrômico de Mallory, as lâminas foram desparafinizadas 

na estufa a 60ºC por 60 minutos e tratadas com xilol duas vezes por 10 minutos cada. 

Depois foram hidratadas em concentrações decrescentes de etanol. Finalmente, para 

serem coradas, foram expostas por 2 minutos à Solução A, seguindo com três 
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imersões em água destilada, depois 30 minutos na Solução B. O processo de 

desidratação foi realizado em concentrações crescentes de etanol. A diafanização foi 

feita em xilol. As lâminas foram montadas em Entellan (EMS, Hatfield PA, EUA) e 

examinadas em um microscópio de luz Olympus BX-60. 

A análise histológica das lâminas foi realizada por um único examinador. As 

imagens foram obtidas em um microscópio de luz Olympus (BX-60 - Japan), equipado 

com sistema de captura de imagem Cell F (23).  

4.5 HISTOQUÍMICA PARA TRAP 

Para o procedimento os cortes foram desparafinizados e incubados no meio de 

Burstone para fosfatase ácida, que foi preparado dissolvendo-se 4 mg de naphthol 

AS-BI phosphate substrate (SIGMA) em 0,25 ml de N–dimetil-formamida (SIGMA), 

adicionando a seguir 25 ml de tampão acetato 0,2M pH 5,0, 35mg de “Fast Red Violet” 

LB Salt (SIGMA), e 2 gotas de MgCl a 10%. Em seguida, esta solução em jarra Coplin 

foi filtrada e aquecida a 37ºC em banho maria por 5 minutos, e à mesma foi adicionado 

D (-) ácido tartárico (SIGMA) 0,2352g . As lâminas foram incubadas por 3h. Depois da 

incubação, as lâminas foram lavadas em água corrente e secas em temperatura 

ambiente. Depois foram contra-coradas com solução alcoólica de hematoxilina de 

Harris a 10% e finalmente desidratadas com uma sequência crescente de etanol e 

diafanizadas em xilol. As lâminas foram montadas em Entellan (EMS, Hatfield, PA, 

EUA) e examinadas em um microscópio de luz Olympus BX-60 (23). 

4.6 DETECÇÃO IMUNO-HISTOQUÍMICA DE OSTEOPONTINA 

Os cortes de 4,5 µm das mostras, foram coletados sobre lâminas de vidro 

previamente silanizadas pela solução de 3-aminopropytriethoxy-silane (Sigma 

Chemical CO, St Louis, Mo/EUA) a 20% em álcool absoluto.  

Para o procedimento foram desparafinizados em xilol, a 60°C e em seguida à 

temperatura ambiente e finalmente hidratados em concentrações decrescentes de 

etanol. Com a finalidade de se remover o pigmento do fixador, os cortes foram imersos 
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em solução preparada com hidróxido de sódio a 10% e álcool absoluto (1:1) durante 

5 minutos.  

Posteriormente, foram lavados em água destilada, antes do bloqueio da 

peroxidase endógena em solução de peróxido de hidrogênio a 30% e metanol (1:1). 

Os cortes tiveram duas passagens por água destilada e, posteriormente, imersos em 

dois banhos de solução de Tris pH 7,4, por 2 minutos cada. 

Os cortes foram incubados em anticorpo monoclonal IgG1 (anti OPN Santa Cruz 

Biotechnology; 21742, CA, EUA), em uma concentração de 1:1000 por 3 horas, à 

temperatura ambiente dentro de câmara úmida, para posteriormente serem lavados 

em solução Tris pH 7,4. A detecção foi conseguida em similares condições com os 

anticorpos de cabra (Dako, EnVision + Dual Link System-HRP, CA, EUA),) por 30 

minutos. Depois foram imersos em dois banhos de solução de Tris pH 7,4, por 5 

minutos cada. 

Para revelação, foi utilizado o cromógeno diaminobenzidina (DAB, 3,3’-

diaminobenzidina, Dako) seguindo as orientações do fabricante. Após a lavagem em 

solução de Tris pH 7,4, os cortes foram contra corados com hematoxilina de Mayer. 

Finalizada a contracoloração, os cortes foram desidratados em concentrações 

crescentes de etanol, diafanizados em xilol. As lâminas foram montadas em Entellan 

(EMS, Hatfield, PA, EUA) e examinadas em um microscópio de luz Olympus BX-60 

(23). 

 



53 

 

5 RESULTADOS 

5.1 ANÁLISE HISTOLÓGICA E HISTOQUÍMICA (TRAP) 

Nenhum dos grupos apresentou fechamento completo do defeito ósseo. Em 

geral, o xenoenxerto colocado no defeito manteve-se presente em todos os grupos de 

estudo. 

5.1.1 Período de 30 dias 

No grupo controle (GC) observou-se tecido ósseo primário nas bordas que 

limitam o defeito, mostrando formação óssea em relação à superfície interna do osso 

parietal (adjacente à dura-máter). Assim, o osso formado foi observado como curta 

projeção em direção à parte central da área do defeito. O xenoenxerto apresentou-se 

na forma de grânulos envolvidos por abundante tecido conjuntivo. No interior do 

defeito, isto é, ao redor dos grânulos do xenoenxerto, não foram observadas 

trabéculas ósseas (Figura 5.1 A, B, C).  

Alguns espécimes apresentaram osteoclastos, evidenciados na técnica 

histoquímica TRAP, aderidos às superfícies dos grânulos de enxerto (Figura 5.1 D).  

Com a coloração de Tricrômico de Mallory foram evidenciadas fibras colágenas 

constituindo o tecido conjuntivo que preenchia as regiões entre os grânulos de 

enxerto, sem organização definida (Figura 5.1 E).  

Na análise do padrão de formação de osso primário representado na Figura 

5.1A e utilizando o programa ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD) foi 

determinada a quantidade de osso primário formado, que corresponde a 1,2 % da 

área total de defeito, neste caso localizado nas bordas que limitam o defeito.   
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Figura 5.1 - GRUPO CONTROL 30 DIAS: Em A, observa-se as bordas de osso (BO) do defeito com 
formação de osso primário (seta). Os grânulos de xenoenxerto (XE) apresentam-se com 
um tamanho heterogêneo, entre 600 µm e 1000 µm, observando-se entre eles abundante 
tecido conjuntivo (TC). Na borda superior note-se a presença da membrana de colágeno 
(M) perfeitamente localizada e limitando a área do defeito. Em B, aparecem em maior 
aumento os grânulos de enxerto e o tecido conjuntivo (TC) circundante, com alguns 
osteoblastos (Ob) em contato com os grânulos. Em C, observa-se tecido ósseo primário 
depositado sobre as bordas do defeito (seta). Em D, osteoclastos (Oc) TRAP-positivos 
adjacentes aos grânulos de enxerto. Em E, tecido conjuntivo entre os grânulos do enxerto 
com fibras colágenas (Fc) evidenciadas em azul pelo tricrómico de Mallory. A, 40x; B, 
200x; C, 100x; D, 400x; E400x. 

 

TC

 

Fonte: a autora 
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No grupo tratado com Xenoenxerto mais Alendronato Sódico Local (XE-

ALNL) observou-se formação de osso primário nas bordas que limitam o defeito. Esta 

formação de osso primário foi evidenciada também ao redor de alguns grânulos de 

enxerto localizados no terço interno do defeito (adjacente à duramáter). Houve 

formação de trabéculas de osso primário com presença de osteócitos distribuídos 

irregularmente na matriz (Figura 5.2 A, B, C).  

Alguns espécimes apresentaram osteoclastos, evidenciados pela técnica 

histoquímica TRAP, aderidos às superfícies dos grânulos de enxerto (Figura 5.2 D).  

Com a coloração de tricrômico de Mallory evidenciou-se a presença de fibras 

colágenas nas áreas de tecido conjuntivo localizadas entre os grânulos de enxerto, 

sem organização definida. Além disso, alguns grânulos de xenoenxerto apresentaram 

colágeno da matriz de osso primário depositado sobre sua superfície, também corado 

em azul (Figura 5.2 E). 

Com base à análise do patrão de formação de osso primário, representado na 

Figura 5.2 A e utilizando o programa ImageJ, observou-se que a quantidade de osso 

primário correspondeu a 7,2 % da área total de defeito, este localizado nas bordas 

que limitam o defeito e também ao redor de alguns grânulos de xenoenxerto.  
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Figura 5.2 - GRUPO TRATADO COM XE-ALNL 30 DIAS: Em A, observa-se as bordas de osso (BO) 
do defeito com formação de osso primário (0P) (seta). Observa-se também importante 
formação de osso primário na borda inferior adjacente à dura-máter. Os grânulos de 
xenoenxerto (XE) apresentam-se com um tamanho heterogêneo, entre 600 µm e 1000 
µm. Na borda superior localiza-se a membrana de colágeno (M). Em B, os grânulos de 
enxerto aparecem com fina camada de osso primário (OP) com presença de osteócitos 
(Ot), enquanto tecido conjuntivo (TC) preenche as outras regiões. Em C, observa-se tecido 
ósseo primário depositado sobre as bordas do defeito (seta). Em D, osteoclastos (Oc) 
TRAP-positivos aderidos aos grânulos de enxerto. Em E, aparecem intensamente coradas 
em azul pelo tricrômico de Mallory tanto a matriz (Fc) do osso primário na superfície do 
xenoenxerto como áreas de osso primário da superfície interna do defeito. As fibras 
colágenas do tecido conjuntivo observam-se levemente coradas.  A, 40x; B, 200x; C, 100x; 
D, 400x; E200x 

 

 Fonte: a autora 
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No grupo tratado com Xenoenxerto mais Alendronato Sódico Sistêmico 

(XE-ALNS) observou-se discreta formação de tecido ósseo primário nas bordas que 

limitam o defeito, sendo este em maior quantidade a partir de sua face interna 

(adjacente à duramáter). Ao redor dos grânulos de xenoenxerto observou-se 

abundante tecido conjuntivo. Não se observou formação de trabéculas ósseas na 

região central do defeito Figura 5.3 A, B, C.  

Alguns espécimes apresentaram osteoclastos, evidenciados pela técnica 

histoquímica TRAP, aderidos às superfícies dos grânulos de enxerto Figura 5.3 D.  

Com a coloração de tricrômico de Mallory observou-se a presença de tecido 

conjuntivo entre os grânulos de enxerto, com fibras colágenas frouxamente dispostas 

e sem organização definida, (Figura 5.3 E). 

Com base a análise do padrão de formação de osso primário mostrado na 

Figura 5.3 A e utilizando o programa ImageJ, foi determinado que a quantidade de 

osso primário formado correspondia a 1,18 % da área total de defeito, sempre 

localizado nas bordas que limitam o defeito.  
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Figura 5.3 - GRUPO TRATADO COM XE-ALNS 30 DIAS: Em A, observa-se as bordas de osso (BO) 
do defeito com formação discreta de osso primário (seta). Os grânulos de xenoenxerto 
(XE) apresentam-se com um tamanho heterogêneo, entre 600 µm e 1000 µm, com 
abundante tecido conjuntivo (TC) entre eles.  Na borda superior note-se a presença da 
membrana de colágeno (M) limitando a área do defeito. Em B, é observado o osso primário 
depositado nas bordas do defeito (seta). Em C, alguns osteoblastos são observados em 
contato os grânulos de enxerto, bem como o tecido conjuntivo (TC) entre eles. Em D, 
imagem que mostra osteoclastos (Oc) TRAP-positivos aderidos aos grânulos de enxerto. 
Em E, fibras colágenas do tecido conjuntivo localizado entre os grânulos de enxerto 
aparecem coradas pelo tricrômico de Mallory.  A, 40x; B, 100x; C, 400x; D, 400x; E400x. 

 

Fonte: a autora 
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5.1.2 Período 60 dias 

No grupo controle (GC) observou-se formação óssea nas bordas que 

delimitam o defeito, bem como nas regiões centrais do defeito. A formação de osso 

primário foi evidenciada também ao redor de alguns grânulos de enxerto, onde 

constituía finas trabéculas ósseas com presença de osteócitos. Essa camada de osso 

primário estava depositada em estreito contato com a superfície de xenoenxerto 

(Figura 5.4 A, B, C). 

Alguns espécimes apresentaram grânulos de enxerto com osteoclastos 

aderidos, evidenciados na técnica histoquímica TRAP, aderidos às superfícies dos 

grânulos de enxerto e as bordas do defeito (Figura 5.4 D). 

O tecido conjuntivo presente entre os grânulos de enxerto foi evidenciado com 

a coloração das suas fibras colágenas pelo tricrômico de Mallory. A matriz de osso 

primário depositado sobre os grânulos de enxerto, por ser colagenosa, apareceu 

também evidenciada por essa coloração (Figura 5.4 E). 

Com base a análise do padrão de formação de osso primário mostrado na 

Figura 5.4A e utilizando o programa ImageJ, foi determinado que a quantidade de 

osso primário formado correspondia a 7,78 % da área total de defeito, localizado nas 

bordas do defeito e ao redor de alguns grânulos de xenoenxerto.  
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Figura 5.4 - GRUPO CONTROL 60 DIAS: Em A, observa-se a formação de osso primário (0P) nas 
bordas de osso (BO) do defeito (seta). Os grânulos de xenoenxerto (XE) apresentam-se 
com um tamanho heterogêneo, entre 600 µm e 1000 µm de diâmetro, com a presença de 
tecido conjuntivo (TC) entre eles. Em B, observa-se uma das bordas com tecido ósseo 
primário sobre a superfície (seta). Em C, com maior aumento se aprecia os grânulos de 
enxerto rodeados de osso primário com presencia de osteócitos (Ot) e tecido conjuntivo 
(TC). Em D, observa-se osteoclastos (Oc) TRAP-positivos aderidos à borda do enxerto. 
Em E, fibras colágenas (Fc) tanto do tecido conjuntivo como do osso primário são 
evidenciadas pelo tricrômico de Mallory.  A, 40x; B, 200x; C, 100x; D, 400x; E200x 

 

 

 Fonte: a autora  
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O grupo tratado com Xenoenxerto mais Alendronato Sódico Local (XE-

ALNL) apresentou maior quantidade de osso primário formado ao redor dos grânulos 

de enxerto. Esta formação de novo osso observou-se, principalmente, a partir da 

borda interna do defeito, formando trabéculas ósseas com presença de osteócitos na 

sua matriz. (Figura 5.5 A, B, C).  

Como nos grupos anteriores, alguns grânulos de enxerto apresentavam 

osteoclastos adjacentes a suas superfícies, os quais foram evidenciados pela técnica 

histoquímica TRAP, bem como às bordas do osso (Figura 5.5 D).   

 Com a coloração de tricrômico de Mallory foram claramente detectadas as 

fibras colágenas tanto do osso primário formado sobre os grânulos de enxerto como 

do tecido conjuntivo presente entre estes (Figura 5.5 E). 

Com base a análise do padrão de formação de osso primário na Figura 5.5 A e 

utilizando o programa ImageJ, a quantidade de osso primário determinado 

correspondia a 13.29, % da área total de defeito, localizado nas bordas que limitam o 

defeito e ao redor de alguns grânulos de xenoenxerto. 
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Figura 5.5 - GRUPO TRATADO COM XE-ALNL 60 DIAS: Em A, observa-se as bordas de osso (BO) 
do defeito com formação de osso primário (OP) ao redor (seta) assim como também na 
borda inferior adjacente a dura-máter importante formação de osso primário, com aspecto 
trabeculado. Entre os grânulos de xenoenxerto (XE) há presença de tecido conjuntivo (TC), 
na borda superior localiza-se a membrana de colágeno (M). Em B, observa-se os grânulos 
de enxerto rodeados de osso primário com presencia de osteócitos (Ot), bem como por 
tecido conjuntivo (TC). Em C, a maior aumento observa-se tecido ósseo primário formado 
ao redor das bordas do defeito (seta). Em D, imagem que mostra osteoclastos (Oc) TRAP-
positivos aderidos a grânulos de xenoenxerto. Em E, matriz colagenosa (Fc) do osso 
presente ao redor de pequenos grânulos de xenoenxerto. A, 40x; B, 200x; C, 100x; D, 
400x; E200x 

 

 

Fonte: a autora 
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No grupo tratado com Xenoenxerto mais Alendronato Sódico Sistémico 

(XE-ALNS) apresentou importante formação de osso primário formado ao redor das 

bordas que limitam o defeito e de alguns grânulos de enxerto (Figura 5.6 A, B, C). 

Alguns espécimes apresentaram osteoclastos, evidenciados pela técnica 

histoquímica TRAP, aderidos às superfícies dos grânulos de enxerto e às bordas 

ósseas que limitavam o defeito (Figura 5.6 D). 

Com a coloração de tricrômico de Mallory observou-se a presença de fibras 

colágenas de tecido conjuntivo entre os grânulos de enxerto e com maior organização 

ao redor de alguns grânulos que tem osso primário (Figura 5.6 E). 

Com base na análise do padrão de formação de osso primário mostrado na 

Figura 5.6A e utilizando o programa ImageJ, foi determinado que a quantidade de 

osso primário formado correspondia a 9,18 % da área total de defeito, localizado nas 

bordas que limitam o defeito e ao redor de alguns grânulos grânulos de xenoenxerto. 
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Figura 5.6 - GRUPO TRATADO COM XE-ALNS 60 DIAS: Em A, observa-se as bordas de osso (BO) 
do defeito com formação de osso primário (seta). Os grânulos de xenoenxerto (XE) 
apresentam-se com um tamanho heterogêneo entre 600 µm e 1000 µm de diâmetro, com 
presença de tecido conjuntivo (TC) entre eles, e em alguns, tecido ósseo primário ao redor. 
Na borda superior note-se a presença da membrana de colágeno (M) limitando a área de 
enxerto. Em B, observa-se a formação de osso primário a partir da borda do defeito (seta). 
Em C, com maior aumento se aprecia os grânulos de enxerto rodeados de osso primário 
(OP) e tecido conjuntivo (TC) entre eles. Em D, imagem que mostra dois grânulos de 
enxerto com osteoclastos TRAP-positivos, alguns aderidos (Oc), e outros latentes (Ocl). 
Em E, tricômico de Mallory mostrando a presença entre os grânulos de tecido conjuntivo 
com fibras colágenas. A, 40x; B, 100x; C, 100x; D, 400x; E200x. 

 

Fonte: a autora 
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5.2 ANÁLISE OSTEOPONTINA  

A imunomarcação para osteopontina revelou a presença desta proteína não 

colágena no osso primário formado sobre as bordas dos defeitos, bem como ao redor 

de alguns grânulos de xenoenxerto. Dessa maneira, foi possível avaliar a qualidade 

do osso formado, que foi do tipo primário, mesmo no período mais longo de 

experimentação (60 dias), revelando a escassa remodelação óssea (Figs 5.7 e 5.8). 

Deve ser salientado que ao redor dos grânulos de xenoenxerto apareceu uma 

linha imunopositiva para OPN, revelando a deposição desta proteína, formando uma 

linha cimentante entre o enxerto e a matriz de osso primário depositado ao seu redor 

(Fig. 5.7B). 
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Figura 5.7 - Imuno-histoquímica para Osteopontina (OPN): grupos de estudo a 30 dias GC: em A, B; 
grupo XE-ALNL C, D; grupo XE-ALNS E, F. Observe-se nas marcações (seta) presença 
da proteína ao redor das bordas e dos grânulos de xenoenxerto (XE).  Em C e D note-se 
marcação da proteína em osso primário formado ao redor dos grânulos de xenoenxerto. 
Aumento: A, 200x; B, 400x; C, 100x; D, 200x; E100x: F400x. 

 

Fuente: a autora 
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Figura 5.8 - Imuno-histoquímica para Osteopontina (OPN): grupos de estudo a 60 dias: grupo GC em 
A, B; grupo XE-ALNL C, D; grupo XE-ALNS E, F. Observe-se nas marcações (seta) presença 
da proteína OPN no osso primário formado ao redor das bordas e dos grânulos de xenoenxerto 
(XE) evidenciando uma maior integração do xenoenxerto. Nas bordas em A, C e E pode–se 
observar formação de líneas cimentantes. Aumento 100x 

 

Fonte: a autora  
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6 DISCUSSÃO 

Os resultados do presente estudo mostram que a aplicação local de 

alendronato, hidratando o xenoenxerto porcino previamente ao preenchimento no 

defeito crítico, resultou em maior formação óssea que aquela encontrada quando os 

animais foram tratados sistemicamente com a droga e que nos animais não tratados 

com o BPs. 

Neste estudo para analisar o efeito do uso de alendronato sódico administrado 

de maneira local e sistemicamente na regeneração óssea de defeitos se utilizou um 

modelo animal no qual defeitos críticos de 5mm de diâmetro foram criados no osso 

parietal de ratos, para, assim, avaliar o processo de regeneração óssea com 

xenoenxerto, biomaterial usado para tratar defeitos deste tipo (29, 83-86) (22, 60, 72). 

Deve ser mencionado que alguns estudos utilizam defeitos de 8mm de diâmetro, 

porém, considerando os dois ossos parietais como sendo um só (87). O presente 

estudo utilizou apenas um osso parietal para não incluir a sutura interparietal na área 

analisada. É sabido que células indiferenciadas estão presentes nas suturas, as quais 

podem interferir na análise da formação óssea no defeito. 

Foram avaliados os defeitos em regeneração após 30 e 60 dias, períodos que 

a literatura relata para analisar a capacidade osteocondutiva dos xenoenxertos (32, 

87), bem como para avaliar o processo de regeneração óssea com efeito de diversas 

drogas (22, 29, 70, 77, 88). 

O xenoenxerto porcino usado tem evidência de ser biocompatível, 

bioabsorvível e osteocondutivo participando do processo normal de reparação óssea 

(7, 40, 45, 70). Além disso, o tamanho de seus grânulos, as caraterísticas da 

superfície, e densidade em comparação a outros enxertos aloplásticos se evidência 

como uma vantagem para a avaliação da resposta biológica, (89). Em contraste, foi 

recentemente relatado que o uso de xenoenxerto em defeitos de 8mm recobertos com 

membrana colágeno demonstra pobres propriedades osteocondutivas com baixa 

quantidade de novo osso formado ao redor dos grânulos de xenoenxerto porcino (87).  

O efeito dos BPs pode variar do acordo ao tipo e método de administração, 

bem como a concentração (90). A via de administração sistêmica e a dose de 

alendronato utilizada nos estudos publicados varia muito, descrevendo-se, por 

exemplo, que com doses de 0,01 mg/Kg não existe efeito na reabsorção e deposição 
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da matriz óssea (72), também que doses de 0,5 mg/Kg reduzem a reabsorção óssea 

e não decrescem sua formação (91), ou que a dose de 0,2 mg/Kg gera incremento na 

reparação e remodelação óssea (73, 75, 92). Também se determina que dosagens de 

0,5 mg/Kg até as 3 semanas de administração não tem efeito na formação óssea, 

porque o efeito só é percebido após 5 semanas, concluindo-se que a efetividade de 

alendronato é na inibição de perda óssea e  não no aumento em quantidade ou 

densidade óssea (88). Porém, em estudos mais recentes feitos em coelhos na fase 

de diferenciação celular e organização de tecido determinou-se que na administração 

profilática de BPs, a dose de 0,5 mg/Kg constitui uma alternativa para a reparação 

óssea de defeitos craniais, pois incrementa a imunopositividade de TGF-β1 e a 

presença de CD34+ e BMP-2 no sitio de reparação (77); entretanto, conclui-se que a 

dosagem deve ser ainda estudada (72, 75), sobretudo se levarmos em consideração 

que a dosagem administrada em humanos não pode ser diretamente extrapolada a 

modelos animais. No presente estudo foi utilizada uma dose de 2,5 mg/Kg que, por 

ser alta, certamente exerce efeito no processo de reabsorção óssea em ratos, porém, 

sendo tolerada pelo animal (23) (93).  

O alendronato tem sido também usado em estudos com aplicação local, 

procurando causar um efeito positivo nos processos de regeneração óssea (70, 74, 

78, 94, 95); uma das formas de administração é a hidratação do enxerto com dose de 

1 mg/ml (29, 96), que foi a usada no presente trabalho.  

Os BPs tem afinidade pelo mineral ósseo (97). Estudos propõem que os BPs 

tem propriedades ósseo estimulantes, evidenciadas pelo aumento da formação da 

matriz, que promovem a diferenciação osteoblástica em defeitos de osso parietal (60), 

além de prevenir a apoptose de osteoblastos e melhorar sua função (98, 99). Apesar 

do conhecido efeito dos BPs na redução da perda óssea (75, 91, 100, 101), estes não 

impedem a formação de novo osso (91, 102), o que se evidência tanto em sua 

aplicação local quanto sistêmica (76). 

A análise dos resultados procurou identificar um padrão celular e da matriz 

extracelular na formação óssea nas variáveis estudadas que foram a administração 

local e sistémica de alendronato sódico, para determinar se existe algum efeito no 

processo de regeneração óssea no modelo proposto. Analisar estatisticamente os 

resultados neste tipo de estudos tem muitas limitações como são: trabalhar com um 

número reduzido de ratos em consideração a critérios éticos, as características do 

modelo experimental, por serem defeitos de forma circular que requerem a análise 
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somente dos cortes da região central para procurar manter a medida do defeito; esses 

cortes, tecnicamente, não sempre são possíveis de obter em número suficiente. Além 

disso, para se ter rigor científico na análise estatística é necessário que o modelo 

utilizado não tenha estas limitações, que todo fique padronizado, mas no modelo 

animal, pela fisiologia envolvida, não sempre e possível.  

No tempo que os grupos foram estudados nenhum deles apresentou 

fechamento completo do defeito ósseo. Em geral, o volume de xenoenxerto colocado 

no defeito manteve-se em todos os grupos de estudo e a membrana de colágeno em 

todos os casos se manteve em posição. Esses dois fatores contribuíram com o 

processo de regeneração, inclusive, em certos casos, foi evidente a participação da 

membrana no processo de regeneração ao ser evidente sua associação às estruturas 

e ao novo osso. Isso corrobora o fato que a membrana constitui um componente 

bioativo e não apenas uma barreira passiva (103). Foi também evidente em todos os 

grupos de estudo que a formação de novo osso ocorreu em aposição às bordas do 

defeito, com projeção em direção à parte central da área do defeito, mais do que nesta, 

ou seja, em relação à superfície interna do osso parietal (adjacente à dura-máter).  

Os resultados do grupo ALNL mostram que o efeito do alendronato sódico 

usado na hidratação do xenoenxerto colocado no defeito, provocou maior formação 

de novo osso tanto ao redor das bordas que limitavam o defeito como de os grânulos 

de xenoenxerto, em comparação ao GC e grupo ALNS tanto no período de 30 como 

de 60 dias. Enquanto nos grupos ALNS observou-se menor quantidade de osso 

primário formado em comparação com os respectivos grupos do ALNL, no dia 30 seu 

padrão foi similar ao correspondente do grupo controle; porém, no dia 60 se observou 

maior quantidade de osso novo em relação ao grupo controle de 60 dias. O número 

de osteoclastos encontrados nestes períodos foi escasso, resultado que difere dos 

obtidos em estudo com modelo animal similar com fosfato bifásico de cálcio que 

determinou que a administração de alendronato local ou sistémico não influencia na 

regeneração óssea (29) ou ainda com estudos que determinam que apesar de que 

existe maior formação óssea nos grupos tratados com alendronato comparado com o 

grupo controle não encontrou diferença entre sua aplicação sistêmica ou local (29, 50, 

74). 

A administração de alendronato, seja local ou sistemicamente, inibe a atividade 

osteoclástica. Entretanto, a imunomarcação para osteopontina revelou 

imunopositividade na superfície dos gránulos, antes da deposição de osso primário. 
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Esse achado mostra que os osteoblastos recém-diferenciados depositam essa 

proteína não colágena, para o estabelecimento de uma linha cimentante (Nanci 1999), 

antes de iniciar a deposição da matriz óssea como um todo. Esse fato representa uma 

razão adicional para explicar a escassez de osteoclastos reabsorvendo os grânulos 

do xenoenxerto. 

Ao estudar a distração óssea com administração local e sistêmica do 

alendronato determinou-se que em termos de efetividade e aceleração de formação 

de novo osso os grupos tratados com alendronato foi mais efetiva comparado com o 

grupo controle (76).  

A presença de tecido conjuntivo com suas fibras colágenas foi mais bem 

observado com a coloração histológica de tricrômico de Mallory, além de que a 

formação de osso primário foi marcada pela presença de OPN, que evidenciou-se 

presente na matriz óssea, bem como nas correspondentes linhas cimentantes (4), 

fatos que mostram a evolução de um processo fisiológico de regeneração óssea. 

Porém, a análise permite determinar que o efeito do alendronato sódico local afeta 

com sua ação a atividade dos osteoclastos, sem interferir com o processo de formação 

óssea (29, 77, 104)  

Nos espécimes do grupo ALNS 30 dias observou-se discreta formação de 

tecido ósseo primário nas bordas que limitam o defeito, em quanto ao redor dos 

grânulos de xenoenxerto observou-se abundante tecido conjuntivo. Nesse grupo não 

se observou formação de trabéculas ósseas sendo similar ao observado no GC do 

mesmo tempo. Porém, no grupo ALNS 60 dias, além da formação de novo osso nas 

bordas, observou-se também formação de osso primário ao redor de alguns grânulos 

de enxerto, embora tenha sido em menor quantidade que o observado no grupo ALNL 

nos respectivos tempos, porém maior à observada no GC de 60 dias. A presença de 

matriz e formação de osso primário foi conferida com a análise histológica de 

Tricrômico de Mallory, e com análise de imuno-histoquímica para a proteína 

osteopontina. Essa proteína não colágena é usada como marcador de osso primário, 

pois neste apresenta-se abundante, devido à rápida deposição em comparação com 

o osso secundário, no qual a marcação é quase indetectável (4)   

A presença dos osteoclastos evidenciados na técnica histoquímica TRAP nos 

grupos foi adjacente às bordas do osso que limitavam o defeito e somente alguns 

grânulos do xenoenxerto, que se mostram nas imagens. Não se observou grandes 

quantidades deles na extensão do enxerto. Foi relatado que os BPs atrasam a 
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formação óssea inicial e sugere-se que a administração desta droga diminui o número 

de células TRAP positivas o que estaria relacionado com o atraso inicial da 

cicatrização (105). É possível que as células clásticas recém fusionadas, quando 

entram em contato com a superfície óssea sofram interferências do ALN associado à 

matriz mineralizada, e se tornem latentes (93) 

É relatado também que o uso de BPs pode retardar a cicatrização de alvéolos 

após extração dentária, em etapas iniciais, mas também pode reduzir as alterações 

dimensionais pós-extração em termos de largura óssea horizontal. Além disso, os BPs 

parecem que obstruem ou retardam a reabsorção de substituto ósseo porcino (69, 

105). Em nossos resultados evidenciou-se maior formação de tecido ósseo nos 

grupos tratados com alendronato local e sistêmico mais evidente nos grupos de 60 

dias comparados com os grupos controle do tempo similar, o que poderia considerar-

se como possibilidade é o retardo da reabsorção do substituto ósseo evidenciado na 

pouca presença de osteoclastos, mais para conferir este fato precisam estudar os 

mesmos grupos com tempos maiores, com a finalidade de determinar o processo de 

reabsorção e integração do xenoenxerto na remodelação óssea.  

Os resultados obtidos permitem afirmar que o xenoenxerto porcino possui 

propriedades osteocondutivas e que o uso de alendronato potencializa a formação de 

novo osso, sendo mais efetivos na sua aplicação local. O que pode ser explicado pelo 

efeito conservador do alendronato no xenoenxerto prolongando seu efeito 

osteocondutor, e, portanto, este tipo de xenoenxerto possui a caraterística de ter uma 

lenta reabsorção o que pode estar potencializada pela presença do alendronato. 

São necessários, entretanto, estudos com tempo mais prolongados, com a 

finalidade de avaliar o processo de reabsorção do xenoenxerto e de determinar o 

tempo e a forma como os enxertos são reabsorvidos e substituídos por novo osso 

formado. É também necessário o estudo de outras doses de aplicação sistêmica do 

alendronato em este tipo específico de experimentos.  

A aplicação local sendo efetiva, poderia ser usada sem causar danos 

provocados por uma administração sistêmica por várias semanas. 



 

7 CONCLUSÕES 

Nas condições do presente estudo é possível concluir que:  

 

 O grupo ALNL mostrou melhor desempenho na formação de osso 

primário que os grupos XE-ALNS.  

 Os grupos XE-ALNS mostraram ter efeito similar que o grupo controle 

aos 30 dias. Somente no tempo de 60 dias houve aumento na 

quantidade de osso novo formado em comparação ao grupo controle do 

mesmo período.  

 A presença dos osteoclastos evidenciados na técnica histoquímica 

TRAP, adjacente aos grânulos do xenoenxerto e das bordas do osso que 

limitavam o defeito, foi escassa em todos os grupos estudados. 

 A imunomarcação para osteopontina revelou imunopositividade na 

superfície dos grânulos, antes da deposição da matriz óssea, 

estabelecendo uma linha cimentante entre eles, bem como na matriz do 

osso primário.  
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