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SHRNUTI CILE: Cilem této studie bylo histomorfometricky posoudit vliv pfipravku alveolex (Propolis
10%) na reparaci kostnich dutin v lebce krys. MATERIALY A METODY: U samcu krys Wistar byla
vytvofena vada o prdméru 5 mm v jejich lebce pomoci vrtaciho trepanu. Vady byly vypinény pomoci
rhBMP-21 Alveolex, rhBMP-2, Alveolex, nebo koagulatem. Dvacet osm zvifat se sedmi subjekty na
kazdém bylo obétovano 30 dnu po zakroku a vzorky byly odebrany a ulozeny do parafinu. Z lebe¢ni
kosti byl odebréan histologicky fez oznac¢en pomoci HE (hematoxylin a eozin) a analyzovan diferenéni
bodovou metodou. VYSLEDKY: Skupina | a Il, rhBMP-21 Alveolex a rhBMP-2, respektive, vykazovaly
vySSi drovné noveé vytvorené kosti nez jiné skupiny (P < 0,001). Nebyly zde zadné vyznamné rozdily
mezi skupinami | a Il (P > 0,05). Dale zde nebyl Zadny vyrazny rozdil mezi skupinami lll a IV,
Kontrolni-koagulat a Alveolex, respektive (P > 0,05). ZAVER: Alveolex navysil kostni reparaci u
lebecnich vad krys, kdyz byl v kombinaci s rhBMP-2, nicméné bez vyrazného rozdilu pro rhBMP-2
vyraznych rozdil( ve skupiné koagulatu (kontrolni). Mikroskop. Res. Tech. 75:36-41, 2012. © 2011
Wiley Periodicals, Inc.

UvoD

Kostni tkan byla charakterizovana svym znadmym regenera¢nim potencialem, se schopni Gplné
opravy do puvodni struktury a funkce (Lindhe, 2008). Nicméné v nékterych situacich, zejména u
velkych vad na kostech bylo uzdraveni kosti zpozdéno nebo dokonce omezeno (Luginbuehl et al.,
2004). Proto, aby se urychlila nebo podpofila kostni reparace, je zkoumana a vyvijena Siroka Skala
biomaterialt pro pouziti v mediciné a stomatologii (Carneiro et al., 2005).

Nékteré rlstové faktory, véetné kostnich morfogenetickych proteint (BMP), rlst transformujici
faktor beta, faktor ristu fibroblastd, a inzulinovy rlstovy faktor, byly pouZzity pro stimulaci regenerace
kosti. BMP jsou nejznamé;jSimi nejucinnéjSimi podplrnymi kostnimi faktory a byly rozséhle studovany
u osového a kraniofacialniho skeletu (Arosarena a Collins, 2005). U klinickych zkouSek byly pouzity
rizné skupiny rastovych faktord BMP pro tento Gcel, zejména typ rhBMP 2 (Chung et al., 2007). Bylo
prokazano, ze tento biomaterial mize stimulovat uzdraveni kosti pfimou stimulaci diferenciace
osteoblastd (Kugi- miya et al., 2006). Ukazalo se, Ze BMP-2 urychluje proces uzdraveni uzaviené
fraktury u malych zvirat, jako jsou krysy a kralici (Arosarena et al., 2005; Carneiro et al., 2007; Issa et
al., 2008).

Rekombinantni lidsky BMP-2 (rhBMP-2) také vykazoval kladny vliv na regeneraci chrupavkové
tkané, zejména hyalinni chrupavku podrobenou mikroprasklindm, a to zavedenim mesenchymalnich
kmenovych bunék do chondrocytl (Yang et al., 2011), a spinalnimi zakroky zahrnujicimi artrodézi,
poméhajici uzavreni kostni vady vytvorené na péatefi (Hamilton et al., 2011). Byla nicméné také
uvadéna nizsi ucinnost i vétSich vad z ddvodu obtizi uchovani v misté hojeni (Seeherman et al.,
2004).

Alveolex, Ustni pfipravek na bazi propolisu (Propolis 10%, jodoform 5%, vceli vosk, zahuStovadlo), je
latka obecné ve stomatologické praxi pouzivana, a pouziva se pro urychleni uzdravovéani dutiny astni
po extrakci zubu, aby nedochazelo k zanétu alveolu a ke snizeni pooperacéni bolesti. Nyni existuje
nékolik studii, které ukazuiji, Zze propolis, latka vyrabéna véelami z kvétu, je silnou antimikrobialni
fungicidni antioxidaéni a protizanétlivou latkou (Kano et al., 2008). Tento pripravek obsahuje
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aminokyseliny, flavonoidy, terpeny, a derivaty kyseliny skoficové (Sforcin, 2007). Obecné je propolis
tvofen z 50% pryskyfici a rostlinnym balzamem, 30% vosku, 10% esencialnich a vonnych oleja, 5%
polenu, a 5% rdznych dalSich latek v€etné organickych zbytk( v zavislosti na misté a ¢asu sbéru.
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Ve stomatologii bylo pouziti propolisu navrzeno v mnoha oblastech, véetné kariologie (Parolia et
al., 2010), ustni chirurgie (Casaroto et al., 2010), endodontického oSetfeni (Valera et al., 2010), Ustni
patologie (Santos et al.,2008), a nauce o ozubici (Gulinelli et al., 2008).

S ohledem na klady dosazené pfi zkoumani pouZiti propolisu a s ohledem na to, Ze v aktualni
literatufe chybi nebo jsou jen malo informace o vlivu propolisu na kostni reparace, je cilem této studie
posoudit histomorfometricky vliv pfipravku Alveolex, v kombinaci s nebo bez rhBMP- 2, na uzdraveni
kritickych kostnich vad vytvofenych v lebce krys Wistar.

MATERIALY A METODY

Tato nahodné usporadana studie vySla z pozadavku Etického vyboru o Pouziti zvifat pro
experimenty na Univerzité v Sao Paulo, Brazilii. VSechna zvifata byla klinicky kontrolovana kazdy
den po zakroku az do jejich obétovani.

Latky

Rekombinantni lidsky kostni morfogeneticky protein typu 2 (rhBMP-2), pouzity v této studii, byl
ziskan od Theodor-Boveri-Institut fur Biowissenschaften (Am Hubland, Wurzburg, Némecko). Tento
protein byl rozpustén v poméru 1:1 ve fosfatovém pufru pfi neutrdlnim pH. Alveolex [Biodinamica,
Ibipora, power ratio (PR), Brazilie] byl nakoupen pfi komer¢ni prezentaci pfimo od distributor(.

Experimentalni postupy

Dvacet osm samcu krys Wistar bylo nahodné rozdéleno do &tyf skupin po sedmi zvifatech,

s vahou 250-300 g pfi vstupu do studie. VSechna zvifata byla uspana nitrosvalovou injekci s
xylazinem (5 mg/kg) a ketaminem (75 mg/kg, Agibrands do Brasil LTDA- Campinas, Sao Paulo,
Brazilie). Na oc¢i byly béhem zakroku polozeny gazové podusky nasaklé fyziologickym slanym
roztokem (0,9%), aby nedochéazelo k vysuSovani rohovky. Po trichotomii v hlavové oblasti a aplikaci
lokélniho jédového antiseptika byla provedena pfiéné incize na pokozce a podkoZzni tkani na zadech
zvifete. Klze se pak posunula na oblast lebky, kde byla provedena incize okostice, aby vznikl pfistup
k lebecni kosti. Byla provedena kriticka kostni vada o 5 mm Sifky v levé zadni oblasti (lebecni kost)
pomoci trepanu s nastavcem s proti-thlovou hlavici (Kavo, Sao Paulo, Brazilie) namontovanou na
elektrickém vsazeném motoru (fyziologicky slany roztok).

Zvitata byla ndhodné rozdélena do ¢tyf experimentalnich skupin podle typu materialu pouzitého
pro vyplnéni vzniklé kostni vady: skupina | (n = 7; vady vyplnéné rhBMP-2+Alveolex); skupina Il (n =
7; vady vypInéné rhBMP-2); skupina Il (Kontrolni-Koagulat, n = 7; vady vyplnéné koagulatem); and
skupina IV (n = 7; vady vyplnéné Alveolex).

Doba hojeni a obétovani zvifat

Po zaplnéni vad byla tkan saturovana po chirurgickém zasahu na pokozce zvifete a okostice
vracena do plvodni polohy. Sutura byla povedena pomoci hedvabného vidkna 4,0 (Ethicon, Johnson
& Johnson, Sao Jose: dos Campos, SP, Brazilie). Chirurgické zranéni bylo doplnéno priléhajici
svalovou tkani, umoznujici, aby pouzité latky zlstaly na kostni vadé bez nutnosti pouzit jiné pfistroje.
Po zakroku byla zvifata uchovéavéna v boxech s jidlem a vodou dostupnou dle libosti, s cyklem svétla
atmy 12 hod/12 hod a pfi teploté 25°C. Kazdému zvifeti byla aplikovana injekce s 0,1 mL/100 g vahy
veterinarnich pentabiotik pro zvifata malé velikosti (Fort Dodge®, Campinas, SP, Brazilie) a
nitrosvalova injekce s Banaminem (Flunixin Megumine, 0,5 mg v 0,1 ml, NLS Animal Health) jako
analgetikum.

Po 30 dnech od vytvoreni kritické kostni vady byla zvifata uspana pomoci 37,5% uretanu (s 1,5



g/Kg na télesnou hmotnost). Zvifatiim byl napfed aplikovan pres levou komoru 0,1M fosfatového
pufru (PBS) pfi pH = 7.4. Poté, po infuzi 200 ml PBS nasledoval 4% paraformaldehydovy roztok v
PBS. Perfuze byla provedena za pomoci infuzni pumpy (550 T2 Samtronic, Brazilie).

Vzorky lebky byly odebrany po perfuzi a z kosti byla peclivé odstranéna mékké tkan. Tyto
fragmenty byly ponofeny do perfuzniho fixacniho roztoku na dobu 24 hodin a pak dekalcifikovany
pomoci 0,5M EDTA s vyménou roztoku co 2 dny. Po dekalcifikaci, ktera trvala od 15 do 30 dnu, byl
ucinek kyseliny neutralizovan po 24 hodinach v 5% roztoku siranu sodného. Tkané byly
dehydratovany pomoci postupné expozice etanolu: 70% (pfes noc), 80%, 85%, 90%, 95%, a 100%
(2 hodiny v kazdé z koncentraci). Kostni bloky byly ponofeny stejnym dilem do alkoholu a xylolu (pfes
noc) a vycistény xylolem, s vyménou tfikrat co 2 hodiny. Posléze byly vSechny bloky uloZzeny do
parafinu. Bylo provedeno deset semisériovych fezu o Sifce 6 pm v kazdém vzorku a oznaceno
hematoxylin-eozinem pro dalSi analyzy pod svételnym mikroskopem.

Histomorfometricky rozbor

Byly pozorovany histologické fezy kritické kostni vady pomoci mfizky obsahujici 100 stejné
vzdalenych bodl v kazdém analyzovaném poli, upravené podle oka svételného mikroskopu (Leica
DMRB, Némecko) a zapojeného na digitalni fotoaparéat (Olympus DP11). Procento nové vytvofené
kosti bylo méfeno pomoci diferenéni bodové metody (Weibel et al., 1966). Bylo analyzovano deset
fez( z kazdé vady.

Statisticka analyza

VSechna kvantitativni data byla vyjadfena jako priméry (+SD) a byla analyzovana v opakovaném
rozboru méreni odchylek (ANOVA). Zavaznost rozdill mezi skupinami u kazdého druhu byla Setfena
pomoci zkousky Kruskal-Wallis, po které nasledovalo vicenasobné porovnavani se zkouskou posthoc
Dunn. Rozdily byly posouzeny jako zavazné, kde P < 0,05. Pro rozbor dat byl pouzit statisticky
software NCSS 2007 (NCSS, Kaysville).

VYSLEDKY
Kvantitativni analyza

VSechna data zjiSténé v této studii jsou zobrazena na obrazku 1. Skupina | (rhBMP-21 Alveolex) a
skupina Il (rhBMP- 2) vykézaly vySSi Uroven nové vytvofené kosti nez jiné skupiny, 20,28 + 7,84 a
17,90 + 6,82, respektive, (P < 0,001). Nebyl zjistén zadny vyrazny rozdil mezi skupinamil a Il (P >
0,05). Déle, nebyl zjistén zadny vyrazny rozdil mezi skupinami lll (Kontrolni-Koagulat; 10,20 + 5,09) a
IV (Alveolex; 11,45 £ 5,04; P > 0,05).

Kvalitativni histologicky rozbor
Skupina | (rhBMP-2+Alveolex)

Po 30 dnech od zakroku kriticka kostni vady vykazuji bohatou sit’ trabekularni kosti a pojivové
tkané okolo velké oblasti amorfniho obsahu (Obr. 2A, 3A, a 3B). Ve vétsiné pfipadl byla regenerace
kosti odpovédna za UpIné uzavreni chirurgické vady. Vzhled trabekularni kosti vykazoval mnoho
osteocytl a jejich povrch vypadal jako pokryty osteoblasty. (Obr. 3A a 3B). Pojivova tkan nachazejici
se mezi kostnim tramcem a stfedem nékterych chirurgickych poranéni vykazovala mensi mnozstvi
kolagenovych vlaken, fibroblastd, a velké mnozstvi makrofagu a multinuklearni buriky, zejména
v blizkosti zbytk( pfipravku Alveolex (Obr. 3A a 3B).

Skupina Il (rhBMP-2)

Ve skupiné Il vypadaly chirurgické vady jako témérf vyplnéné novou kosti po 30 dnech od vyplnéni
kritické vady. Ve vétSiné pfipadd byla regenerace kosti Uplna (obr. 2B). Nové vytvorena kost
vykazovala jemnou sit trabekularni kosti s roztrouSenymi morkovymi oblastmi a velkou dobie
usporadanou pojivovou tkani s velkym mnoZzstvim kolagenovych vlaken, fibroblastd, a nékterych cév
(obr. 3C a 3D).

Skupina Il (Kontrolni-koagulat)

Po 30 dnech byla témérf cela kriticka kostni vada pokryta pojivovou tkani tvofenou velkym
mnozstvim svazk( kolagenovych vidken sméfovanych paralelné k povrchu chirurgické oblasti a
mensim mnozstvim fibroblastd, cév, a vzacné se vyskytujicimi zanétlivymi burikami (obr. 2C, 3E, a
3F). Tenka vrstva nové kostni tkané obklopena osteoblasty byla omezena na okraje kritické kostni
vady (obr. 2C).

Skupina IV (Alveolex)

Ve skupiné 1V, po 30 dnech, bylo jizvovité misto pokryto pojivovou tkani s velkym obsahem
kolagenovych vlaken, fibroblastd, makrofagl, a multinuklearnich bunék obklopujicich zbytky pfipravku
Alveolex (obr. 2D, 3G, a 3H). Okraje kostni vady vykazovaly tenkou vrstvu kostni tkané, podobné té,



ktera byla ve skupiné | (obr. 2D a 3H).

DISKUZE

Pfedchozi studie byly provedeny s cilem urychlit proces uzdravovani kosti nebo snizit €as nutny
pro kostni reparace (Shen et al., 2010). Tyto studie zahrnuji pouZziti riistovych faktord, hormond,
biomateriald, chemickych latek nebo jejich kombinaci. Osteoinduktivni potencial rhBMP-2 u urychleni
kostni reparace byl jiz dfive v literatufe uveden (Issa et al., 2008, 2009, 2010). Tento protein patfi do
velké skupiny proteind, které maji rdzné role;
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Obr. 1. Procento nové vytvofené kosti (prameér, £SD) v zéné kritické vady lebky u skupiny |
(rhBMP-21 Alveolex), Il (rhBMP-2), Il (Kontrolni-Koagulat), a IV (Alveolex), 30 dnd po zakroku.
QOdlisna pismena znamenaji znacné rozdily mezi skupinami podle zkousky Kruskal-Wallis, po které
nasledovalo vicenasobné porovnavani se zkouskou posthoc Dunn; P < 0,05.

zejména u BMP-2 jeho aktivita souvisi s regulaci tvorby kosti a chrupavky pomoci osteoblastové
stimulace osteoprogenitorovych bunék. Lze rozeznat reparativni a€inek rhBMP-2, a takto Ize tento
protein pouZzit ve stomatologii, s cilem obnovit alveolarni hfeben, a také pomoci pfi osteointegraci
implantéatl, a u fraktur s rozsahlou ztratou tkané, mé také kladny ucinek na tvorbu reparativniho
dentinu (Goncalves 1998).

VétSina téchto studii vyuzivala krysy jako experimentalni model, hlavné z diivodu vysoké
metabolické aktivity téchto zvifat ve srovnani s lidmi. Ukazalo se, Ze propolis mé& stimulaéni G¢inek na
tvorbu a inhibitorni G€inky pfi resorpci v kostni tkani. Nékteré slozky propolisu, jako taniny, flavonoidy,
a esencialni oleje jsou spojovany s farmakologickymi vlastnostmi (Toker et al., 2008). Tato studie byla
provedena s cilem posoudit vliv propolisu, v kombinaci ¢€i nikoli s rhBMP-2, na uzdravovani kosti
lebecni u krys. Existovala domnénka, ze by Alveolex mohl uspiSit kostni reparaci.

V rozboru nové vzniklé kosti vykazal rhBMP-2 a jeho spojeni s Alveolex (propolisem) nejlepsi
vysledky u kostni reparace. Kdyz byl Alveolex pouzit samostatné u kostni vady, byl pozorovan nizsi
priimér kostni tkané bez zasadniho rozdilu v porovnani s kontrolni skupinou (koagulat).

Nejlepsi vysledky ziskané u skupiny rhBMP-2 byly o€ekavany, protoze jeho potencial jako
kostniho stimulantu je Siroce v literatufe popsan (Issa et al., 2008, 2009, 2010; Wang et al., 2011).
Byly pozorovany vyssi trovné tvorby kosti u skupiny, kde se rhBMP-2 spaijil s Alveolex, a mohou
souviset s U¢inkem propolisu jako inhibitory jak tvorby, tak zrani osteoklast. Nékteré vyzkumy
pfedpokladaji, Ze je propolis schopen vyvolat histologické zmény souvisejici s inhibici
osteoklastogeneze a aktivitu osteoklastl v kostni tkani (Pileggi et al., 2009). Je znamo, Ze reabsorpce
kosti vétSinou souvisi s vyskytem osteoklastl a makrofagu. NaSe Udaje tedy vedou k tomu, Ze spojeni
propolisu a rhBMP-2 muze inhibovat nékteré aspekty cesty vedouci ze zrani a aktivaci osteoklastu.
Déle toto spojeni muze jakkoli stimulovat osteoblastové buriky.
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Obr. 2. Fotografie z fotomikrografie ukazujici cely rozsah kritické kostni vady A: Skupina |
(rhBMP-2+Alveolex) vykazuje kostni vadu zcela vyplnénou nové vytvorenou kosti (NB), a rozsahlé
kavity obsahuijici zbytky pfipravku Alveolex (hvézdicky). B: Skupina Il (rhBMP-2) vykazuje Uplné
uzavfeni kritické kostni vady kostni tkani (NB) a Uplnou obnovu okostice (P). C: Skupina Il (Kontrolni-
koagulat) vykazuje malé mnoZzstvi nové vytvorené kosti (NB) podél okraju chirurgické vady a ve
stfedu vyplnénou pojivovou tkani (CT). D: Skupina IV (Alveolex) ukazuje malé mnoZstvi nové
vytvofené kosti (NB) podél okraji chirurgické vady a stfed vyplnén pojivovou tkani (CT), zahrnujici
mista pred tim vyplnéna zbytky pfipravku Alveolex (hvézdicky). Velikost méfitka: 500 pm (vSechny
obrazky jsou ve stejném zvétSeni). [barevné obrazky Ize prohlizet v online vydani, které je k dispozici
na wileyonlinelibrary.com.]

Podobné tdaje uvadeéli Toker et al. (2008). Zkoumali vliv propolisu na ztratu alveolarni kosti po
vyvolané periodontitidé u krys a pozorovali pokles osteoklastu u vSech krys po pfedepsani propolisu.
Naopak, zna¢né vzrostla osteoblastova aktivita a sniZila se ztrata alveolarni kosti. Podobné i
Ivanovska et al. (1995) ukazali, Ze etanolovy extrakt z propolisu urychloval kostni procesy pfi obnové
kostni tkané v porovnani s kontrolni skupinou. Nicméné by se mély provést dalSi studie, aby se tato



hypotéza objasnila.

Dalsi zdlvodnéni pro ziskana data lze spojovat s mechanickymi podminkami. Slozeni pfipravku
Alveolex, hlavné zalozené na pryskyfici (50% v/w) a vosku (30% v/w), maze urychlovat rhBMP-2 pfi
hojeni kostnich vad. V tomto kontextu by mohl Alveolex fungovat jako zasobarna poskytujici prabézné
zasobovani zasazené oblasti.

N.T. PEREIRA ET AL.

Obr. 3. Fotografie z fotomikrografie s velkym zvétSenim ukazuji stfed kritické kostni vady. A, B:
Skupina | (rhBMP-2+Alveolex), zde je mozZné pozorovat hustou sit trabekularni nové vzniklé kosti
(NB), ktera zahrnuje pojivovou tkan (CT) bohatou na fagocytické bunky (Cerné Sipky) a velké kavity
pfed tim vypInéné pfipravkem Alveolex (hvézdicky). C, D: Skupina Il (rhBMP-2) zde je mozné



pozorovat sit tvofenou trabekularni novou kosti (NB), s osteocyty (bilé Sipky) a osteoblasty (Cerné
Sipky), vedle pojivové tkané a Sirokych medularnich dutin. E, F: Skupina Il (Kontrolni) s velkym
mnozstvim kolagenovych vliaken sméfovanych paralelné k povrchu poranéni a pfitomnosti mensiho
mnozstvi fibroblasta (bilé Sipky), cév (BV), a zfidka zanétlivych bunék. G, H: Skupina IV (Alveolex)
vykazuje mnoho mist, které pfed tim obsahovaly zbytky pfipravku Alveolex (hvézdicky), ohrani¢enych
pojivovou tkani (CT) bohatou na fibroblasty a makrofagy, zejména multinuklearni burniky (¢erné Sipky).
Velikost méfitka vpravo a vlevo je 100 a 40 pm, respektive. [barevné obrazky Ize prohlizet v online
vydani, které je k dispozici na wileyonlinelibrary.com.]

To by mohlo vysvétlovat vySSi Grovné tvorby u skupiny rhBMP-2 plus pfipravek Alveolex oproti
skupiné se samotnym Alveolex.

S ohledem na to, Ze pfipravek Alveolex pouZity spolu s rhBMP-2 v této experimentalni studii ved|
k nejlepSimu restorativhimu G€inku podle histomorfometrickych metod, oteviraji se moznosti pro
klinické pouziti, jako je tomu u samotného rhBMP-2 v maxilofacialni a ortopedické chirurgii,

s vyraznym osteoinduktivnim G&inkem.

V souvisejici literatufe byla uvedena drobna informace o vlivu propolisu na morfologii a funkci
kostnich bunék. Dale, chemické sloZeni této latky se musi prozkoumat, zda zavisi na rostlinach,
dalSi fizené studie ohledné objasnéni této otazky.

S ohledem na tuto experimentalni studii byl pfipravek Alveolex G€inny pfi vyplnéni kritickych
kostnich vad a skupiny, které obsahovaly pouziti rhBMP-2 vykazaly lepSi proces uzdraveni kosti.
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