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RESUMO

Para realizar a reconstrucdo de defeitos Osseos criticos, especialmente em
pacientes que apresentam disturbios do metabolismo ésseo como a osteoporose,
varias técnicas cirurgicas e biomateriais tém sido desenvolvidos. O uso da
membrana de polipropileno (Bone Heal®) associada a agentes osteoindutivos e/ou
osteocondutivos como a Doxiciclina 10% e ao osso bovino podem promover uma
adequada regeneracdo 0ssea em menor tempo clinico e com maior previsibilidade
de sucesso em defeitos 6sseos criticos. O objetivo desse estudo foi avaliar o uso
isolado ou combinado da membrana n&o-reabsorvivel de polipropileno (Bone Heal®)
com gel de Doxiciclina 10% ou enxerto 6sseo bovino sobre a regeneragéo éssea em
defeitos criticos na calvaria de ratas osteoporoticas. Foram utilizadas 105 ratas
Wistar, apdés 16 semanas da cirurgia de ovariectomia foi confeccionado na calvaria
um defeito 6sseo critico de 6 mm. Os animais foram divididos em 7 grupos
(n=15/grupo): Sham (controle positivo), OVX (controle negativo), OVX-MEMB
(membrana Bone Heal®) OVX-BIO-MEMB (Bio-Oss e Bone Heal®); OVX-DOX-
MEMB (Doxiciclina a 10%, e Bone Heal®).; OVX-BIO (Bio-Oss) e OVX-DOX
(Doxiciclina a 10%). Apds os periodos experimentais de 4, 8 e 12 semanas foi
realizada a eutanasia e a regido correspondente ao defeito foi avaliado em relagao
ao volume de tecidos mineralizados (R-MTF) por meio de analise microtomografica e
a formagao 6ssea que foi avaliada por analise histométrica. O teste de Kruskall-
Wallis e o teste de Dunn foram utilizados para comparagdo entre 0os grupos nos
diferentes periodos experimentais e dentro de cada grupo, variando-se os periodos
experimentais. O software GraphPad Prism 6 foi utilizado para analise estatistica ao
nivel de confiangca de 95%. Na analise microtomografica verificou no periodo de 4
semanas maiores valores R-MTF (%) no grupo OVX-MEMB em que OVX-DOX
(p<0,05). Na analise histométrica observou que o grupo OVX-BIO-MEMB apresentou
maior quantidade de osso (p<0,05) que o grupo OVX no periodo de 4 e 8 semanas
de avaliagdo. Também foi verificado que o grupo OVX-DOX-MEMB no periodo de 4
semanas apresentou maior quantidade de tecido 6sseo que o0 mesmo grupo no
periodo de 12 semanas (p<0,05). Conclui-se que, tanto a membrana de polipropileno,
quanto Bio-Oss e Doxiciclina ndo apresentam diferenga na regeneragcado ossea de
ratas osteoporoticas, se comparadas ao coagulo sanguineo. Além disso, a utilizagao
de membrana de polipropileno associada ao Bio-Oss proporcionou uma maior
formacgao Ossea.

Palavras-chave: Regeneragao 0ssea. Transplante 6sseo. Doxiciclina



ABSTRACT

In order to perform the reconstruction of critical bone defects, especially in patients
with disorders of bone metabolism such as osteoporosis, several surgical techniques
and biomaterials have been developed. The use of polypropylene membrane (Bone
Heal®) associated with osteoinductive and/or osteoconductive agents such as
Doxycycline 10% and bovine bone can promote adequate bone regeneration in a
shorter clinical time and with greater predictability of success in critical bone defects.
The objective of this study was to evaluate the use of the non-resorbable
polypropylene membrane (Bone Heal®) with 10% Doxycycline gel or bovine bone
graft on bone regeneration in calvarial defects of osteoporotic rats. 105 Wistar rats
were used, after 16 weeks of ovariectomy surgery a critical bone defect of 6 mm was
made in calvaria. The animals were divided into 7 groups (n=15/group): Sham
(positive control), OVX (negative control), OVX-MEMB (Bone Heal® membrane)
OVX-BIO-MEMB (Bio-Oss and Bone Heal®); OVX-DOX-MEMB (Doxycycline 10%
and Bone Heal®); OVX-BIO (Bio-Oss) and OVX-DOX (Doxycycline 10%). After the
experimental periods of 4, 8 and 12 weeks euthanasia was performed and the region
corresponding to the defect was evaluated in relation to the volume of mineralized
tissues (R-MTF) by means of microtomographic analysis and the bone formation that
was evaluated by histometric analysis. The Kruskal-Wallis test and the Dunn test
were used for comparison between the groups in the different experimental periods
and within each group, varying the experimental periods. GraphPad Prism 6 software
was used for statistical analysis at the 95% confidence level. In the microtomographic
analysis, the R-MTF (%) values in the OVX-MEMB group were higher in the 4-week
period when OVX-DOX (p <0.05). In the histometric analysis it was observed that the
OVX-BIO- MEMB group had a higher amount of bone (p <0.05) than the OVX group
in the 4 and 8 week evaluation periods. It was also found that the OVX-DOX-MEMB
group in the 4 week period had a higher amount of bone tissue than the same group
over the 12 week period (p <0.05). It is concluded that, both the polypropylene
membrane and Bio-Oss and Doxycycline do not present any difference in the bone
regeneration of osteoporotic rats, when compared to the blood clot. In addition, the
use of polypropylene membrane associated with Bio-Oss can promote a greater
bone formation.

Keywords: Bone Regeneration. Bone Transplantation. Doxycycline.
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1 INTRODUGAO

No mundo, com um aumento da expectativa de vida da populagdo, as
comorbidades, tais como a osteoporose, tem se tornado um importante problema de
saude publica (MARTINI et al., 2009). A osteoporose € uma doenga comum,
caracterizada por um comprometimento sistémico da microarquitetura oOssea
conforme Rachner, Khosla e Hofbauer (2011), onde a massa 6ssea diminui mais
rapidamente do que é substituida (JONASSON; RYTHEN, 2016). Nas mulheres,
esta doenga esta associada a deficiéncia de estrogénio apés a menopausa (LI et al.,
2016). Dessa maneira, a menor resisténcia 0ssea associada a renovagao celular
alterada pode resultar na reducdo do volume da massa Ossea, alteracbes na
microarquitetura e/ou geometria, ou mesmo na combinagdo desses resultados
(FONSECA et al., 2014).

Como consequéncia do aumento da expectativa de vida, o numero de
pacientes idosos a procura de tratamentos odontologicos reabilitadores, em que sao
necessarios procedimentos de ganho 6sseo, também aumentou nos ultimos anos
(SCALIZE et al., 2016). Li et al. (2016) consideraram que na osteoporose ocorre 0
desequilibrio entre a reabsorcéo e a formacado 6ssea, resultando numa reabsorcao
Ossea acelerada. Conforme Waugh e Sherratt (2006), a regeneragao 0ssea guiada
(ROG) é uma alternativa na presenca de defeitos 0sseos extensos, até mesmo em
pacientes com o quadro de osteoporose (MARDAS et al., 2017).

A ROG ¢é definida como um tratamento cirurgico para defeitos 6sseos em
periodonto de insercdo e prote¢do, no qual, a técnica se baseia na exclusao dos
tecidos nao desejaveis localizados na regido onde se quer formar um tecido
especifico (ACEVEDO et al., 2004). Para tanto, se utiliza de uma barreira fisica, que
podem ser uma membrana nao absorvivel ou absorvivel, que impecga a proliferacéo
de fibroblastos nos defeitos 6sseos, que poderiam dificultar a osteogénese (DONOS;
KOSTPOULOS; KARRING, 2002).

O politetrafluoretiieno (PTFE), conhecido comercialmente como Teflon®, é
utilizado comumente como uma barreira ndo reabsorvivel e apresenta neutralidade
quimica e biocompatibilidade (DIMITRIOU et al., 2012). Entretanto, as membranas
reabsorviveis requererem uma segunda intervencao cirurgica, o que levou ao

desenvolvimento de materiais absorviveis. O polipropileno (PP) foi langado no


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rachner%20TD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21450337
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khosla%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21450337
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hofbauer%20LC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21450337
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mercado como membrana nao-reabsorvivel, podendo permanecer exposta ao meio
bucal. Assim, esse material tem sido utilizado frequentemente apds exodontias para
a manutencado do rebordo alveolar em sitios que irdo receber implantes, sem
necessariamente ser associado a enxertia 6ssea (SALOMAQ; SIQUEIRA, 2010). Um
estudo atual observou que a barreira de polipropileno € viavel para uso em RGO e
pode ser facilmente removido alguns dias depois cirurgia (DE LUCCA; DA COSTA
MARQUES; WEINFELD, 2018).

Em situagdes em que se almeja um aumento significativo de volume 6sseo,
na presengca de osteoporose, os biomateriais, além de serem osteocondutivos,
deverdo promover estimulos osteogénicos, osteoindutivos e inibir a
osteoclastogénese (YIP et al.,, 2015). A fim de otimizar a regeneragcao éssea em
defeitos criticos, estudos avaliaram a associagdo das membranas com materiais que
proporcionem um maior formacdo 6ssea (LUCATELI et al., 2018; ARONI et al.,
2019).

Atualmente, nos casos de defeitos dsseos criticos, o uso de barreiras tem
sido combinado ao uso de enxertos Osseos, como 0 0sso bovino (Bio-Oss). O
enxerto 6sseo atuara como arcabougo para que a regeneragdo 6ssea ocorra e a
barreira, além de impedir a migracdo de fibroblastos para a regido, mantera esse
0sso compartimentado em intimo contato com o defeito, evitando sua migracao para
outros sitios (PHILIP et al., 2015).

A Doxiciclina a 10% é um antibacteriano que inibe a osteoclastogénese, uma
caracteristica que a torna favoravel para uso na regeneragédo 6ssea, especialmente
em quadros de deficiéncia de estrégeno onde a atividade osteoclastica esta
aumentada (PAYNE; GOLUB, 2011). Silva et al. (2016) por meio um estudo em
ratos, relataram que a aplicagdo local do gel de Doxiciclina a 10% em defeitos
0sseos criticos na regido da calvaria foi capaz de promover a regeneragado 0ssea
apos oito semanas com diferencga significativa para o controle. Estudos verificaram
que a associagcdo da Doxiciclina a 10% com osso autdbgeno aumenta
significativamente o reparo 6sseo em defeitos de tamanho critico em calvaria de
ratos (LUCATELI et al., 2018; ZHANG; DING, KASUGAI, 2019).

O potencial regenerativo do osso osteoporético e sua resposta a biomateriais
e/ou técnicas regenerativas ainda nao foram esclarecidos e o modelo de defeito de
tamanho critico pode ser uma ferramenta apropriada para atender a essa finalidade
(CALCIOLARI et al, 2017). Portanto, a utilizacdo de uma membrana de
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polipropileno associada a biomateriais osteoindutivos (Doxiciclina a 10%) e/ou
osteocondutivos (enxerto ésseo bovino), em defeitos criticos na presenga de
deficiéncia do estrogeno, como na osteoporose pdés-menopausa, podera contribuir
para otimizar o processo de regeneragao Ossea. Consequentemente, havera
reducdo no tempo total da terapia regenerativa, permitindo previsibilidade de
sucesso na posterior reabilitacdo com implantes dentais. Logo, a realizagdo de
estudos que avaliem o uso de barreiras fisicas associadas a Doxiciclina a 10% e/ou
enxerto 6sseo bovino sobre o processo de reparacao tecidual de defeitos criticos na

presenca de osteoporose sdo necessarios.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Nesta sessdo, a revisdo de literatura esta dividida em topicos para melhor

compreensao do assunto.

2.1 BIOLOGIA E REPARAGCAO TECIDUAL OSSEA

O tecido 6sseo € um tipo especializado de tecido conjuntivo formado por
células e material extracelular calcificado, a matriz éssea, sendo composto
aproximadamente por 92% de material sélido e 8% de agua. A parte sdélida é dividida
em aproximadamente 21% de material organico e 71% de material inorgéanico
(ANDRADE et al., 2007), sendo que estas duas fases se comunicam fornecendo
propriedades mecénicas de elasticidade, resisténcia e dureza (HING, 2004).

Apesar do aspecto aparentemente inerte, o tecido 6sseo esta em constante
remodelacdo, dependendo da relagdo de equilibrio existente entre a formacéao e a
reabsorgao 6ssea (SILVA et al., 2005). A remodelagédo 6ssea consiste em trés fases
sucessivas: a reabsorcao, a reversdo e a formacdo. A reabsorcido inicia com a
migracdo de pré-osteoclastos a superficie do osso onde formam osteoclastos
multinucleados que reabsorvem o o0sso. Os osteoclastos secretam acido cloridrico
que dissolve a matriz mineral do o0sso, enquanto proteases degradam a porgcao
organica (KINUGAWA et al., 2012; UDAGAWA et al., 2013).

A reabsorgcdo ocorre principalmente por agcao dos osteoclastos, mas os
ostedcitos também podem reabsorver matriz 6ssea de forma localizada. Depois da
reabsor¢cdo osteoclastica, ha uma inversdo de fase, sendo que agora os
osteoblastos e pré-osteoblastos ocupam a superficie do osso (KINUGAWA et al.,
2012). Estas células preparam a superficie para comegarem a formagao Ossea e
enviam sinais para migracao e diferenciacdo dos osteoblastos. A fase de formacao
ocorre com a participagdo dos osteoblastos até que o o0sso reabsorvido seja
completamente substituido por um osso novo. Osteoblastos sdo atraidos para a
cavidade de reabsorcdo e, sob influéncia de varios horménios e fatores de
crescimento, diferenciam-se em osteoblastos ativos para preenché-la com o novo
0sso. ApOs a conclusao desta fase, a superficie €& coberta por células de

revestimento achatadas e um periodo de repouso prolongado comega até que um
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novo ciclo de remodelacédo Ossea seja iniciado (HADJIDAKIS; ANDROULAKIS,
2006).

No decorrer deste ciclo sdo encontrados trés tipos de células Osseas:
osteoblastos, osteocitos e osteoclastos, além de células mesenquimais provenientes
da medula éssea e dos vasos sanguineos capazes de se diferenciar em células
osteogénicas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Os osteoblastos sao responsaveis pela formagdo do tecido Osseo, por
sintetizar os componentes da matriz organica e controlar a sua mineralizagdo. Estas
células sdo derivadas do periosteo, enddésteo e células mesenquimais
indiferenciadas circulantes (HADJIDAKIS; ANDROULAKIS, 2006; JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2004). Sao células secretoras de proteinas colagenas e nao colagenas,
de proteoglicanos da matriz 6ssea, de metaloproteinases que regulam fatores de
crescimento e citocinas reguladoras do desenvolvimento osteoclastico. Sua
diferenciagdo e desenvolvimento a partir de células osteoprogenitoras sao
dependentes da liberacdo das proteinas ésseas morfogenéticas (BMP) e fatores de
crescimento, como o fator de crescimento de insulina (IGF), fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF) e fator de crescimento de fibroblastos (FGF). Os
osteoblastos depositam matriz ostedide, a qual € mantida imovel durante o processo
de cicatrizagao, tornando-se uma estrutura mineralizada (PETERSON et al., 2003).
Localizados na superficie 6ssea, promovem a deposicdo da matriz ostedide e
podem, por fim, diferenciar-se em ostedcitos (ANDRADE et al., 2007).

Os ostedcitos sao células que ficaram aprisionadas dentro da matriz 6ssea
durante a sua mineralizagdo com baixa atividade sintética e secretora. Possuem
prolongamentos citoplasmaticos cujo arranjo permite participar da regulagcdo da
homeostasia do calcio plasmatico e perceber a carga mecénica incidida no 0sso
transmitindo essa informagédo as outras células do tecido (ANDRADE et al., 2007;
HADJIDAKIS; ANDROULAKIS, 2006). Estas células ocupam lacunas das quais
partem canaliculos, sendo cada lacuna ocupada por apenas um ostedcito. Dentro
dos canaliculos os prolongamentos dos osteocitos estabelecem contatos através de
jungdes comunicantes por onde podem passar pequenas moléculas e ions de um
osteocito para o outro (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Os osteoclastos sao células méveis, gigantes, multinucleadas e amplamente
ramificadas, sendo originados da fusdo de células da linhagem monocitofagocitica
dos tecidos hematopoiéticos (KATCHBURIAN; ARANA, 2004). Seu mecanismo de
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acao, na reabsorgcdo da matriz O0ssea, deve-se a secrecao para dentro desse
microambiente fechado, de acidos (H+), colagenase e outras hidrolases que atuam
localmente digerindo a matriz organica e dissolvendo os cristais de sais de calcio
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Osteoblastos e osteoclastos surgem de linhagens de células distintas e
processos de maturagdo diferenciados. Os osteoblastos originam-se de células
mesenquimais indiferenciadas, enquanto os osteoclastos da diferenciacdo dos
mondcitos hematopoiéticos. As diferencas entre as atividades osteoclastica e
osteoblastica podem ser originadas de uma grande variedade de mudangas
hormonais e nos fatores de crescimento, ou perturbacbes como processos
inflamatdrios, resultando em alteragcdes &sseas caracterizadas pela redugcdo ou
aumento da massa 6ssea (ROODMAN, 1999).

O tecido 6sseo, quando lesado, é capaz de se regenerar, fenbmeno que
demonstra sua permanente vitalidade (KATCHBURIAN; ARANA, 2004). A
regeneragao 0ssea € um termo aplicado ao processo biolégico em que a estrutura e
a funcao do tecido lesado ou perdido sdo completamente restauradas (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2004).

A osteoconducdo € definida como a capacidade do enxerto auxiliar a
cicatrizacdo através do seu arcabougo micro e macroscoépio permitindo a infiltragao
vascular e a migracao interna de elementos celulares envolvidos na formagao do
0sso, tais como células mesenquimais indiferenciadas, osteoblastos, osteoclastos,
entre outros. A osteoconducdo € mais eficaz quando outras propriedades como a
osteoindugao e a osteogénese estdo presentes no mesmo material. A osteoinducao
€ o processo pelo qual células mesenquimais indiferenciadas e células
osteoprogenitoras sdo induzidas a diferenciarem-se em osteoblastos apds serem
expostas a moléculas provenientes do enxerto. Estes eventos celulares sao
mediados por varios fatores de diferenciacdo e crescimento como: o fator de
crescimento de transformacéo beta (TGF-beta) e as BMPs (DIMITRIOU; TSIRIDIS;
GIANNOUDIS, 2005).

A osteogénese € a formagao de novo osso a partir de células mesenquimais
indiferenciadas e células osteoprogenitoras vivas provenientes do enxerto ou
oriundas do hospedeiro. Essas células tém um importante papel como progenitoras
de osteoblastos e sdo responsaveis por metade do equilibrio homeostatico anabdlico

e também regulam a osteoclastogénese através da expressao do RANKL (ligante do
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recetor ativador do fator nuclear kappa B) e osteoprotegerina (OPG). Diferentes
conjuntos de mediadores moleculares interagem com células locais e circulantes
para regular a cascata de cicatrizagao: estimuladores de inflamagao (interleucina 1 e
6), TGF-beta, PDGF e fator de crescimento endotelialvascular (VEGF) (BIELBY;
JONES; McGONABLE, 2007; MICLAU; HELNS, 2000).

2.2 OSTEOPOROSE

A osteoporose € uma doenca metabdlica e sistémica que acomete os 0ssos
do esqueleto, sendo caracterizada por baixa densidade éssea e deterioragédo da
microarquitetura éssea, o que resulta na reducdo da resisténcia Ossea e
consequentemente no aumento da susceptibilidade a fratura (BOZIC; HREN, 2005).
A osteoporose pds-menopausa € causada pela reducdo dos niveis do hormdnio
estrégeno, a qual € responsavel pela alteragdo do equilibrio entre os niveis de
reabsorcao e formacdo oOssea para um nivel aumentado de reabsorcdo éssea
(KHOSLA; OURSLER; MONROE, 2012; PACIFICI, 1996).

O estrogénio € um horménio sistémico crucial para a remodelagao éssea, pois
este horménio mantém a homeostase Ossea inibindo a reabsor¢cao dssea excessiva
por osteoclastos e a apoptose dos osteoblastos/ostocitos (FLORENCIO-SILVA et al.,
2018).

Em ratas osteopordticas, observa-se o aumento da fragilidade 6ssea na qual
essas alteragdes na micro-arquitetura trabecular é pela retirada do estrogénio apds
ovariectomia (FONSECA et al.,, 2014). Um estudo ao investigar se as mudancas
O0sseas ocorrem no 0sso alveolar maxilar em ratas ovariectomizadas, num periodo
de 12 semanas, verificaram através de analise em microtomégrafo (Micro-CT) e
histolégica que a ovariectomia neste periodo foi capaz de induzir a osteoporose no
osso maxilar alveolar (DAl et al., 2014). Outro estudo comprovou a eficacia do
modelo de ratas ovariectomizadas para induzir a osteoporose, num periodo de 30
dias através de analise histologica de tibias, que mostraram caracteristicas
osteoporoticas (CALCIOLARI et al., 2017).

Ao contrario do efeito notdrio da osteoporose nos 0ssos longos, seu efeito nos
0ssos maxilares é contraditério. Estudos pré-clinicos com animais ovariectomizados

relatam que a deficiéncia do horménio estrégeno pode induzir redugdes no volume
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0sseo e alteragdes na microarquitetura 6ssea do condilo ou osso alveolar, além de
um aumento na porosidade do tecido 6sseo cortical mandibular (KOSUGI et al.,
2013; KURODA et al., 2003; DAI et al., 2014; TANAKA et al., 2002; DVORAK et al.,
2011). Entretanto, outros estudos tém falhado em detectar algum efeito da
ovariectomia sobre o céndilo ou processo alveolar em comparagao aos 0ssos longos
(FUJITA et al., 2001; JOHNSON et al., 2002).

Uma revisao sistematica com estudos clinicos avaliou a correlagao entre a
densidade mineral 6ssea (DMO) de sitios 0sseos periféricos (ex: fémur) e a DMO
dos ossos mandibulares em mulheres com osteoporose pods-menopausa, no qual,
encontram uma correlacédo positiva entre a DMO de sitios 6sseos periféricos e dos
ossos maxilares (CALCIOLARI et al., 2015).

2.3 DEFEITO CRITICO EM CALVARIA

Os defeitos criticos foram originalmente descritos por Schmitz e Hollinger
(1986) como “o menor defeito intra-6sseo que ndo se regenera espontaneamente
durante a vida do animal”’. Porém, alguns estudos discutem a funcionalidade de tal
definicdo (COOPER et al., 2010; GOSAIN et al., 2003). Segundo Gosain et al.
(2003), a afirmagdo de que o defeito critico ndo se regenera durante a vida do
animal ndo se aplica, pois a maioria dos estudos tém duragao limitada e ndo se
estende durante um periodo compativel com o periodo de vida do animal. Assim, os
autores sugerem uma alteragdo da definicdo de defeito critico como sendo o
tamanho de defeito que n&o possui a capacidade de se reparar durante o periodo de
duracao do estudo.

Os defeitos criticos foram desenvolvidos como um método para padronizar os
testes de materiais com capacidade osteogénica. Diversos modelos de estudo foram
propostos, dentre eles alvéolos dentarios pds exodontia em ratos e defeitos em
fémur ou tibia de coelhos. Porém, tais modelos apresentam o inconveniente de
possuirem capacidade de reparagéo espontanea (CESTARI, 2009).

Atualmente, um dos modelos mais utilizados para a avaliagdo de reparo
0sseo é o defeito de tamanho critico em calvaria de ratos. Esses defeitos sao
confeccionados com trefina cirurgica com uma extensdo de 5 a 8 mm de diametro,
se estendendo nas duas corticais 6sseas (KASUYA et al., 2018; MESSORA et al.,
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2008; WANG et al., 2017).

Uma das vantagens do defeito em calvaria € que este modelo envolve um
sitio ortotépico em que o processo de remodelacdo Ossea progride até a
regeneracgao do tecido perdido, enquanto que em sitios ectdpicos, ha uma tendéncia
de reabsorgao pelo organismo pela falta de estimulo funcional (CESTARI, 2009). A
calvaria apresenta osso cortical e medular, localiza-se em uma regido de facil
acesso, sem grandes movimentagdes e contragcbes musculares, reduzindo as
interferéncias no processo de reparo (BOSCH; MELSEN; VARGERVIK, 1998). Além
disso, a dura-mater é apontada como uma fonte de células mesenquimais que

participam do processo de reparo da calvaria (GOSAIN et al., 2003).

2.4 DOXICICLINA

A Doxiciclina é uma tetraciclina, e como tal, tem a capacidade de prevenir a
perda 6ssea, mas 0 mecanismo envolvido nesse contexto ainda € pouco conhecido
(ROODMAN, 2006). Pesquisas em culturas celulares mostraram que este farmaco
nao teve nenhum efeito sobre o numero e superficie de osteoblastos, enquanto, por
outro lado, diminuiu significativamente o numero e superficie de osteoclastos (BANG
et al., 2013; GOMES; FERNANDES, 2007; KINUGAWA et al., 2012; UDAGAWA et
al., 2013). Estes resultados corroboram com o conceito de que a prevengdo da
perda de massa Ossea pelas tetraciclinas é devido principalmente a supressao da
reabsorgao 0ssea osteoclastica e nao ao aumento direto de osteoblastos; mostrando
que a remodelagdo Ossea é tao importante quanto a osteogénese, pois para
alcangar uma maior formacéo dssea, a atividade osteoblastica deve estar ativada
enquanto que a atividade osteclastica deve estar inibida, resultando, indiretamente,
numa maior massa 6ssea (BANG et al., 2013; KINUGAWA et al., 2012).

Bettany e Wolowacz (1998) e Bettany et al. (2000) demonstraram que a
Doxiciclina, além de atuar como inibidor da metaloproteinase, possui capacidade de
induzir a apoptose de osteoclastos. Bettany e Wolowacz (1998), verificaram que a
Doxiciclina induziu a apoptose apds 24 horas em culturas de mondcitos e linhagens
celulares de macréfagos. O mesmo efeito ndo foi observado em células
mesenquimais, incluindo condrocitos, osteoblastos e fibroblastos. As observagoes

do estudo sugeriram que a Doxiciclina poderia induzir a apoptose de osteoclastos,
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célula que partilha um precursor comum com mondcitos e macréfagos. Bettany et al.
(2000) verificaram também a efetividade da Doxiciclina em induzir a apoptose de
osteoclastos e em inibir a reabsorgao em culturas com concentragdes de 2-5 ug/mL.

Um estudo verificou uma redugdo do numero de osteclastos apods a
administragcdo de Doxicilcina. Neste trabalho, avaliaram doses abaixo da capacidade
antimicrobiana da Doxiciclina (< 10mg/kg/dia) em ratos. Os animais que nao
receberam a medicagao apresentaram significativamente um aumento no numero de
osteoclastos, perda Ossea alveolar além de infiltrado inflamatério mononuclear
intenso (BEZERRA et al., 2002). Por sua vez, outro estudo verificou além de uma
reducdo no numero de osteoclastos, também uma reducdo no numero de
odontoclastos na superficie dentaria com a administracdo de baixas doses de
doxiciclina (MAVRAGANI; BRUDVIK; SELVIG, 2005).

Baixas doses de Doxiciclina interferindo na proliferacdo e diferenciagcao de
células precursoras em osteoblastos foram demonstrados por varios autores
(ALMAZIN et al., 2009; GOMES et al., 2007; PARK et al., 2012). Tal fato pode ser
comprovado em um estudo feito para observar o comportamento de células
osteoblasticas da medula éssea humana na atividade funcional na presenca de
concentragbes terapéuticas de Doxiciclina (1-25 pg/mL). A exposigao celular a
Doxiciclina induziu um aumento significativo no numero de células osteoblasticas
ativas, que produziu uma propor¢do de uma matriz mineralizada normal, sugerindo
uma potencial aplicagao terapéutica com o objetivo de aumentar a formagéo 6ssea
(GOMES et al., 2007). Em 2009, um estudo mostrou que a Doxiciclina a 10%
aumentou tanto a diferenciacdo quanto a maturacdo de células osteoblasticas
(ALMAZIN et al., 2009).

Um estudo ao comparar o uso a aplicagéo local da doxicilina, na forma de gel
tendo, na regeneracdo Ossea, associada ou ndo ao 0sso bovino particulado (Bio-
Oss), com o um periodo experimental de 4 e 8 semanas, na analise
microtomografica, verificaram que com 8 semanas a média da formacao éssea do
Bio-Oss isolado foi estatisticamente igual ao Bio-Oss associado a Doxicilina (SILVA
etal., 2016).

Um estudo atual avaliou a associou a Doxiciclina a 10% ao enxerto autégeno
em relagcado ao reparo 6sseo de defeitos de tamanho critico em calvaria de ratos. No
qual, apos analise histologica, os autores concluiram que esta que associagao

aumentou significativamente o reparo 6sseo em defeitos ndo preenchidos e
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preenchidos com apenas com a Doxiciclina ou com gel de Natrosol (LUCATELI et al.,
2018). Outro estudo atual avaliou associagdo da Doxiciclina com osso xendégeno, no
qual, o defeito dsseo critico na calvaria foi recoberto por membrana de colageno,
apos o preenchimento do defeito de acordo com os grupos experimentais, Bio-Oss
ou Bio-Oss mais Doxiciclina. Os autores verificaram que associagdo proporcionar
maior aumento 6sseo vertical (ZHANG; DING; KASUGAI, 2019).

2.5HIDROXIAPATITA (BIO-OSS)

Bio-Oss € um osso bovino desproteinado esterilizado com 75% a 80% de
porosidade na forma de granulos e blocos corticais e trabeculados (CLERGEAU et
al., 1996). A producgao de Bio-Oss ocorre por meio de um processo de esterilizagao
fisica e de procedimentos quimicos que resultam na completa eliminagcdo das
proteinas do osso bovino, ocasionando uma matriz 6ssea mineral, porosa, natural e
nao antigénica (MELLONIG, 2000). Este material € quimicamente e fisicamente
similar ao osso humano a (PIATTELLI et al., 1999). Por esse motivo, este material
apresenta alta osteocondutibilidade e promissor potencial para utilizagdo na
regeneragao ossea guiada (KASUYA et al., 2018).

O Bio-Oss possui as caracteristicas de manter o espago para regeneragao
Ossea; pré-determinar a forma anatdbmica desejada; servir de apoio para as
membranas; orientagdo estrutural osteocondutora para a regeneragdo de tecido
0sseo; substancia transportadora de antibidticos, fatores de crescimento ou
abordagens de terapia genética, scaffolds (estrutura artificial capaz de suportar a
formacdo de tecido tridimensional, que permite a fixacdo e migracdo) para
abordagens de engenharia de tecidos (KOLK et al., 2012).

Este material tem sido utilizado para o tratamento de defeitos Osseos
periodontais, preenchimento de fendas entre blocos de enxerto onlay, associado
com membrana PTFE para aumento ésseo vertical da regido posterior da mandibula
e preenchimento de alvéolos pos-extragdo dentaria (MELLONIG, 2000; MAIORANA
et al., 2005; SIMION et al., 2007; MARDAS; CHADHA; DONOS, 2010; PARK et al.,
2010).

Em um estudo realizado por KASUYA et al. (2018) onde foi realizado um
defeito critico de 5 mm de didmetro com posterior preenchimento do defeito com

Bio-Oss e fixacdo de membrana de colageno (membrana reabsorvivel) para
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estabilizar esse biomaterial, foi constatado através de avaliag&o histolégica formagao
Ossea tanto na periferia do defeito como também na regido central, demonstrando
que o Bio-Oss realmente atuou como um arcabougo estrutural para

osteocondutibilidade na formagao éssea, auxiliando no reparo.

2.6 REGENERACAO OSSEA GUIADA (ROG)

A ROG baseia-se no conceito de osteopromocao, que se refere ao uso de
meios fisicos (membranas absorviveis e nao absorviveis) para promover um
selamento total de um local anatdbmico, prevenindo que outros tecidos,
principalmente tecido gengival, interfram na osteogénese, bem como no
direcionamento da formacao 6ssea (ACEVEDO et al, 2004).

O principio da técnica de ROG foi baseado na Regeneracdo Ossea Tecidual
(ROT), a qual esta fundamenta no conceito de que a reparagao da area lesionada
depende do tipo de populagao celular com maior presenga no local (CHEN, 2009). A
ROT foi inicialmente demonstrada através de estudos experimentais de regeneragao
do periodonto de inser¢cdo em animais e, posteriormente, em humanos, e estes
estudos comprovaram que ocorreu regeneracao do periodonto de insergao (NYMAN,
1982).

Com o objetivo de alcangar a regeneragdo 6ssea, a ROG foi inserida como
uma modalidade terapéutica (DONOS; KOSTPOULOS; KARRING, 2002).
Posteriormente, demonstrou-se que a técnica de ROG pode promover aumento
horizontal do rebordo alveolar, utilizando materiais de enxerto recoberto por algum
tipo de membrana (ESPOSITO, 2009). Sendo assim, a ROG ficou estabelecida
como uma técnica que tinha como objetivo a regeneracdo de defeitos désseos
através da aplicacdo de membranas oclusivas. A membrana € uma barreira fisica
que, mecanicamente, elimina populagdes de células ndo osteogénicas derivadas de
tecidos circunjacentes como células epiteliais e conjuntivas. Com isso, apenas as
células osteogénicas promovem a ocupacgao e a reparagao da ferida éssea (DONOS;
KOSTPOULOS; KARRING, 2002).

Deste modo, a RGO consiste numa alternativa terapéutica para a
recuperagcdo do tecido Osseo perdido através da utilizagdo de barreiras, que

correspondem as membranas. Tal conduta impede a proliferagdo do tecido mole
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entre as particulas do material por funcionar como barreira fisica, impedindo assim a
formacgao de defeitos na area a ser recuperada pela neoformagao 6ssea (DAHLIN et
al., 1988). Esta técnica tem sido utilizada em associagao com iniumeros materiais de
enxerto, incluindo os xenoenxertos (BOLUKBASI et al., 2013).

As membranas utilizadas na ROG s&o classificadas como absorviveis e nao
absorviveis e, idealmente, devem apresentar as seguintes caracteristicas:
biocompatibilidade, caracterizada pela interagdo com o tecido hospedeiro sem criar
respostas inflamatodrias; perfil de degradagcdo que acompanhe a neoformacao do
tecido, quando absorviveis; propriedades mecanicas e fisicas que favorecam sua
instalacao; realizar a funcéo de barreira para nao colapsar, sustentando a arquitetura
do defeito 6sseo (BOTINO et al., 2012).

O uso das membranas previne a migragao e a proliferagcao de tecidos menos
especializados para a regido do defeito Osseo, possibilitando a ocorréncia da
neoformacao éssea sem interferéncias frequentemente proporcionadas por estes
(DAHLIN; SIMION; HATANO, 2010). Membranas de varios materiais reabsorviveis e
nao-reabsorviveis tem sido empregadas para minimizar a reabsor¢do do enxerto,
manter ou aumentar o contorno 6sseo e prevenir a proliferagdo ou migracado de
tecidos menos especializados para a area de reparo 6sseo (ZELLIN; GRITLI-LINDE;
LINDE, 1995). Diversas analises histolégicas, tanto em animais quanto em humanos,
tém demonstrado que ha formacao de novo tecido no espago mantido pela presenca
dessas membranas (SCHLIEPHAKE et al., 2000).

As membranas nao reabsorviveis sdo membranas desenvolvidas
sinteticamente e que mantém a prépria forma e estrutura nos tecidos, sendo
necessaria uma segunda fase cirurgica para a sua remogao (SCANTLEBURY, 1993).
As mais utilizadas sao as de PTFE, que é caracterizado como um polimero de alta
estabilidade, apresenta resisténcia a degradagédo pelos tecidos hospedeiros e
microrganismos, nao induzindo respostas imunes, mantendo a integridade estrutural
ao longo da instalagdo, além de possuir capacidade de manter espacos. Suas
propriedades fisico-quimicas, térmicas e mecanicas as tornam um dos materiais
mais inertes (DIMITRIOU et al., 2012).

No estudo de Monteiro et al. (2008), a ROG foi realizada com membranas n&o
absorviveis em defeitos cirurgicos confeccionados em osso parietal de coelhos
divididos em dois grupos: teste, onde se utilizou barreiras de poliuretana (PUr) e de

PTFE e grupo controle, no qual foi deixado apenas o coagulo sanguineo. Os



28

resultados mostraram que nao houve diferenga significante entre os grupos
experimentais. Entretanto, o recobrimento dos defeitos com barreiras demonstrou
superioridade quantitativa e qualitativa do preenchimento 6sseo e reparagdo mais
rapida em relacdo ao grupo de controle, confirmando os beneficios do uso das
membranas para ROG.

Dahlin et al. (2010) compararam membranas de PTFEe (Gore-Tex, W.L. Gore
& Assoc.) e colageno (BioGide®) associadas a enxerto 6sseo xendgeno (BioOss®)
com pelo menos 20% de osso autégeno. Um total de 20 pacientes receberam 41
implantes associados a ROG com periodo de 5 anos de analise. Os dados do
estudo indicam que a aplicagdo da técnica de ROG com ambas as membranas € o
enxerto 0sseo sao tratamentos previsiveis para defeitos ésseos localizados em
conjunto a implantes dentarios.

Um outro material que vem sendo utilizado € o polipropileno. Que é um tipo de
material biocompativel, insoluvel e nao-reabsorvivel, sendo apresentado de varias
formas e tamanhos. A adaptacdo deste material deve ser realizada com auxilio de
tesoura, para que possa ser moldado na forma desejada (RUBIN; YAREMCHUCK,
1997).

A membrana em PP ndo absorvivel vem sendo utilizada em casos de
manutencdo do osso alveolar pds exodontia, em que tem se mostrado viavel no
processo de ROG, através de relatos de casos (SALOMAO; SIQUEIRA, 2010;
ZEPPINI et al., 2014). Portanto, esse material tem se mostrado osteopromotor,
impermeavel, que n&o sofre degradacdo nos tecidos e que revelam a manutengao
do osso alveolar pds-extracdo, caracteristicas que influenciaram a escolha desse
material para a presente pesquisa sobre sua real manutencdo do alvéolo pos-
extragéo dental (SALOMAO; SIQUEIRA, 2010).

Um estudo recente avaliou o processo de formacdo Ossea em defeitos
experimentais criados em calvaria de coelhos. No qual, os defeitos 6sseos em um
grupo foram cobertos pela membrana impermeavel de polipropileno enquanto que
no outro foram apenas fechados pelo retalho cutdneo. Os defeitos experimentais
foram preenchidos apenas pelo coagulo sanguineo. Apds 21 e 42 dias da cirurgia foi
realizada a analise histolégica semiquantitativa, avaliando o processo inflamatoério, a
reparagcao e remodelagcio 0ssea, a presenca de matriz ostedide, mineralizagao e a

formacdo de tecido hematopoiético. Os autores concluiram que a barreira de
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polipropileno é viavel para uso em RGO e pode ser facilmente removido alguns dias
depois cirurgia (DE LUCCA; DA COSTA MARQUES; WEINFELD, 2018).

3 OBJETIVO

3.1 Objetivos Gerais

O objetivo desse trabalho foi avaliar o uso isolado ou combinado da
membrana nao-reabsorvivel de polipropileno (Bone Heal®) com gel de Doxiciclina a
10% ou enxerto 6sseo bovino sobre a regeneragcdo 6ssea em defeitos criticos na

calvaria de ratas ovariectomizadas.

3.2 Objetivos especificos:

a) quantificar o tecido ésseo neoformado/biomateriais no interior do defeito por
meio do parametro BV/TV (bone volumel/tissue). A quantidade de tecido
06sseo neoformado e/ou biomateriais € expressa em porcentagem em relagao
ao tamanho do ROI.

b) quantificar o tecido 6sseo neoformado/biomateriais no interior do defeito por

meio de analise histométrica.
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4 MATERIAIS E METODO

Todo o protocolo experimental foi desenvolvido apds aprovacdo do Comité de
Etica na Utilizagdo em Animais (CEUA) da Universidade Federal de Alfenas
(UNIFAL — MG) com o protocolo de registro n°® 44/2017 (ANEXO A).

Para este estudo, foram utilizadas ratas Wistar (Rattus Novergicus
Holtzaman), nas quais foi possivel mimetizar o quadro de osteoporose péds-
menopausa, que ocorre em humanos, por meio do procedimento cirurgico de
ovariectomia (DUARTE et al., 2003). Nesse modelo animal, a calvaria foi utilizada
como regiao de interesse para a avaliagao da regeneragado ossea. O defeito 6sseo
critico criado nessa regiéo foi preenchido com biomateriais (Doxiciclina a 10% e Bio-
Oss®) associados ao uso da membrana de polipropileno (Bone Heal®) e a

regeneragao ossea foi avaliada apés 4, 8 e 12 semanas.
4.1 MODELO EXPERIMENTAL

A unidade experimental correspondeu a 105 ratas (Rattus norvegicus, albinus,
Wistar), com peso entre 250 e 350 gramas (Biotério Central da Universidade Federal
de Alfenas — Unifal-MG). Os animais foram mantidos em um ambiente com
temperatura entre 22 e 24°C, com ciclo de luz controlada (12 horas claro e 12 horas
escuro) e com consumo de ragao solida e agua ad libitum durante todo periodo
experimental, conforme & preconizado no Manual de Utilizagdo do Biotério Central da
Unifal- MG. Os animais foram divididos aleatoriamente em 7 grupos de 15 animais e
posteriormente, subdivididos de acordo com os periodos experimentais de 4, 8 ou 12
semanas pos-operatorios (n=5/subgrupo). Para o experimento foram utilizados 3 tipos
de biomateriais: Membrana de polipropileno (Bone Heal®), cedida pelo Professor
Munir Saloméo junto a empresa Bone Heal idealizadora e fabricante do produto no
Brasil , osso bovino liofinizado (Bio-Oss®) e Doxiciclina a 10% em gel de Natrosol

(Figuras 1, 2 e 3). Dessa forma, os grupos experimentais foram dispostos de acordo



com o Quadro 1.

Quadro 1 — Distribuigdo dos grupos de acordo o experimento realizado

Grupo
SHAM

ovX

OVX-BIO

OVX-DOX

OVX-MEMB

OVX-BIO-MEMB:

OVX-DOX-MEMB

Experimento

Grupo submetido a cirurgia ficticia de ovariectomia com
producao do defeito 6sseo critico na calvaria, de 6mm (controle
positivo)

Grupo submetido a cirurgia de ovariectomia, com producao do
defeito 6sseo critico na calvaria (controle negativo)

Grupo submetido a cirurgia de ovariectomia e preenchimento do
defeito na calvaria com osso bovino (Bio-Oss® com granulagao
pequena)

Grupo submetido a cirurgia de ovariectomia e preenchimento do
defeito na calvaria com gel de Doxiciclina a 10%

Grupo submetido a cirurgia de ovariectomia e defeito na calvaria
protegido com membrana de polipropileno (Bone Heal®)

Grupo submetido a cirurgia de ovariectomia e preenchimento
do defeito 6sseo critico na calvaria com 0sso bovino (Bio-Oss®
com granulagdo pequena) e protegido com a barreira de
polipropileno (Bone Heal®)

Grupo submetido a cirurgia de ovariectomia e preenchimento do
defeito dsseo critico na calvaria com gel de Doxiciclina a 10% e
protegido com a barreira de polipropileno (Bone Heal®)
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Fonte: Do autor

Figura 1- Membrana de polipropileno (Bone Heal®)



Fonte: Do autor

Figura 2 - Bio-Oss® de pequena granulagdo proporcionado na quantidade exata para
preencher o defeito.

Spongioun bone substicute 0258

Fonte: Do autor

Figura 3 - Doxiciclina a 10% proporcionada na quantidade que foi colocada no defeito

Fonte: Do autor
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4.2 INDUCAO CIRURGICA DA OSTEOPOROSE (OVARIECTOMIA)

Os animais com aproximadamente 8 semanas de idade foram submetidos a
cirurgia de ovariectomia. Para isso, foram anestesiados por injecao intraperitoneal
de xilazina (6mg/kg) (Rompum®, Bayer, Brasil) e quetamina (70mg/kg) (Dopalen®,
Vetbrands, Brasil). Apds anestesia, os animais foram submetidos a tricotomia e
antissepsia com polivinil-pirrolidona-iodo (PVP-I) a 10% com 1% de iodo ativo
(Riodeine®, ioquimica Ltda, Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil) nas areas laterais e
abdominal.

Posteriormente, foram realizadas incisdes cuténeas bilaterais e divulsdo dos
tecidos para exposicado e excisao dos ovarios (KALU, 1991), sendo que as suturas
internas foram feitas com fio de seda 4-0 (Ethicon, SP, Brasil). Ao final do
procedimento, a pele foi suturada com fio de nylon 4-0 (Ethicon, SP, Brasil) e a
ferida cirurgica lavada com PVP-I. Em seguida, os animais foram medicados com
doses do anti-inflamatério Flunisina meglumina (2,5mg/kg) por via subcutanea
(Schering-Plough, Brasil), durante 3 dias a cada 12 horas, e dose uUnica de uma
solugdo de antibidticos (0,1 ml/kg) contendo benzilpenicilina benzatina (156.000
Ul/100g de peso corporal), benzilpenicilina procaina (78.000 UI/100 g de peso
corporal), benzilpenicilina potassica (78.000 UIQ100 g de peso corporal), sulfato de
diidroestreptomicina (65 mg/100 g de peso corporal) e sulfato de estreptomicina (65
mg/100 g de peso corporal) (Pentabidtico, Fort Dodge Saude Animal Ltda, SP,
Brasil).

Os animais do grupo SHAM sofreram uma cirurgia ficticia, nos quais os
ovarios foram expostos, mas ndao removidos a fim de simular o mesmo estresse dos
animais submetidos a cirurgia de ovariectomia. Esse modelo experimental ja foi
descrito em estudos prévios de Luvizuto et al. (2011) e Van Houdt et al. (2016),
provando a diminuigcdo da concentragcado plasmatica do estradiol apds a castragao, e
levando a uma condi¢ao osteopénica. Todas as ratas foram mantidas no biotério por

16 semanas, tempo suficiente para o desenvolvimento da osteoporose.

4.3 FASE CIRURGICA PARA CRIACAO DO DEFEITO OSSEO CRITICO
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Apds o periodo de 16 semanas da cirurgia de ovariectomia para indugao da
osteoporose, os 105 animais foram anestesiados por inje¢do intraperitoneal de
xilazina (6mg/kg) (Rompum®, Bayer, Brasil) e quetamina (70mg/kg) (Dopalen®,
Vetbrands, Brasil) para criacdo do defeito dsseo critico na calvaria. Apos anestesia,
os animais foram submetidos a tricotomia e antissepsia com polivinil-pirrolidona-iodo
(PVP-I) a 10% com 1% de iodo ativo (Riodeine®, Rioquimica Ltda, S&o José do Rio
Preto, SP, Brasil) na regiao fronto-parietal da calvaria dos animais. Adicionalmente,
foi realizada anestesia local complementar na pele do animal com intuito de
melhorar a hemostasia local. Posteriormente, uma incisdo em “U” foi realizada
(Figura 4A - F) com base caudal na regido da calvaria e um retalho de espessura
total foi descolado em diregao posterior permitindo a exposi¢cao do dsseo subjacente

para criacao de defeito 6sseo de tamanho critico.

Figura 4 — Modelo de incisdo utilizada

Nota: A: Antisepsia com PVPI; B: Inicio de incisdo lado esquerdo; C: Incisdo finalizada;
D: Pingamento do retalho;E: Pingamento do retalho com descolamento do
periosteo; F: Rebatimento do retalho em “U”.

Fonte: Do autor

Para criacdo do defeito critico de, foi utilizada uma broca trefina de 5 mm de
diametro (Neodent, Curitiba, PR, Brasil) acoplada a um contra-angulo de 20:1 (NSK)
em motor elétrico NSK regulado com 2.000 RPM e torque de 45N, sob refrigeracao
abundante com soro fisiologico estéril (Fisioldégico 0,9%, Equiplex®, Aparecida de

Goiania, GO, Brasil) (Figura 5A - C). Desde modo foi estabelecido um comprimento
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de 5mm para o defeito cirdrgico somado a 1mm decorrente de oscilagao da trefina,
totalizando 6mm de didmetro.

O defeito critico foi realizado no centro da calvaria para melhor padronizagao
e para que fosse evitado a utilizacdo de defeitos lateralizados na direita e na
esquerda com grupos diferentes e possiveis misturas entre os mais diversos
materiais testados.

Adicionalmente, marcagdes em formato de “L” foram feitas, utilizando baixa
rotacdo e broca carbide tronco-cbnica, a 2 mm anterior e a 2 mm posterior as
margens do defeito cirurgico. O maior eixo de cada “L” localizou-se sobre uma linha
imaginaria longitudinal crénio-caudal que dividia o defeito cirurgico ao meio
Posteriormente, essas marcagbes foram preenchidas com ionémero de vidro
quimicamente ativado (Vidrion, Rio de Janeiro, Brasil) (SILVA et al., 2016) (Figura 6),
com a finalidade de permitir a identificagdo do meio do defeito cirurgico original e
localizagdo das margens ésseas originais do defeito durante o processamento e
analise histoldgica.

Apos a confeccdao do defeito, os grupos experimentais receberam os
respectivos preenchimentos dos defeitos: OVX-MEMB (membrana Bone Heal®)
OVX-BIO-MEMB (Bio-Oss e Bone Heal®); OVX-DOX-MEMB (Doxiciclina a 10%, e
Bone Heal®); OVX-BIO (Bio-Oss) e OVX-DOX e a feridas cirurgicas foram suturadas
com fio de nylon 4.0 (Ethicon).

No caso dos grupos OVX-BIO-MEMB, OVX-DOX-MEMB, OVX-BIO (Bio-Oss)
e OVX-DOX o defeito critico foi preenchido com uma quantidade de biomaterial
compativel com o volume 6sseo removido pela trefina, correspondendo a uma
porcao do dosador utilizado para o p6 do ionédmero de vidro (Vidrion, Rio de Janeiro,
Brasil). No caso do grupo OVX-BIO-DOX-MEMB, o dosador foi preenchido com
parte iguais de Bio-Oss e Doxiciclina em um volume compativel com a colher de
dosagem do ionbmero de vidro.

Apds o preenchimento do defeito critico com coagulo (OVX-MEMB) ou
biomateriais (OVX-DOX-MEMB, OVX-BIO-MEMB), a membrana de PP foi recortada
no tamanho de 10x10 mm. Tamanho esse necessario para recobrir a area do defeito
critico, com uma margem de seguranga para sua fixagdo no peridésteo por meio de
suturas realizadas adjacente ao defeito critico criado. Para melhor estabilizagdo da
membrana, foram realizados com fio de nylon 5-0 (Ethicon), 4 pontos de sutura,

sendo dois anteriores e dois posteriores ao defeito critico.
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Em todos os grupos onde foram utilizados a membrana de PP, ela
permaneceu fixada no defeito critico até o final dos periodos experimentais, nao
sendo retirada de maneira alguma antes da finalizagdo dos periodos propostos.

ApoOs a cirurgia, os animais receberam uma dose unica de uma solugao de
antibidticos (0,1 ml/kg) contendo benzilpenicilina benzatina (156.000 UI/100g de
peso corporal), benzilpenicilina procaina (78.000 UI/100 g de peso corporal),
benzilpenicilina potassica (78.000 UIQ100 g de peso corporal), sulfato de
diidroestreptomicina (65 mg/100 g de peso corporal) e sulfato de estreptomicina (65
mg/100 g de peso corporal) (Pentabidtico, Fort Dodge Saude Animal Ltda, SP,
Brasil), via intramuscular, e uma dose analgésica de 0,5 ml de fosfato de codeina
(ampola 30mg/2mL), por via intramuscular. As doses analgésicas foram
administradas ao final do procedimento, e por mais 3 dias, de 4/4 horas (MARIANO
et al., 2010). O acompanhamento foi feito todos os dias na primeira semana do pos-
operatério e de 15/15 dias, para avaliacao clinica, alternando os animais, a fim de
minimizar o estresse gerado pelo manejo laboratorial.

Apods 4, 8 ou 12 semanas pos-operatorias, cinco animais de cada grupo foram
eutanasiados utilizando cédmara de CO? (Figura 7 A e B). As calvarias foram
removidas e fixadas em solugao de formol a 10% para posterior avaliagado da regiao

correspondente ao defeito critico por meio de analise microtomografica e histoldgica.

Figura 5 — Confeccao do defeito critico

BNV
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Nota: A Broca trefina de 5 mm com irrigagdo abundante; B: Parte circunferencial da
calvaria apos finalizagao do uso da trefina; C: Defeito critico na calvaria de 6mm apds
remogao da circunferéncia éssea trefinada.

Fonte: Do autor

Figura 6 - Defeito critico com marcagées em “L” com 2 mm
para anterior e 2 mm para posterior

b
S L

Fonte: Do autor

Figura 7 — Eutanasia
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Nota: A: Camara de CO?; B: ratas posicionadas na gaiola dentro da cdmara
respectivamente.
Fonte: Do autor

4.4 ANALISE MICROTOMOGRAFICA DO DEFEITO OSSEO NA CALVARIA

4.4.1 Aquisicao das imagens

As imagens microtomograficas foram adquiridas por meio do microtomografo
SkyScan 1272 (SkyScan, Kontich, Bélgica modelo 1272) (FIGURA 8A e B),
utilizando como parametros de escaneamento tamanho pixel de 10 ym, voltagem de
70 kV, corrente elétrica de 142 yA e filtro de aluminio de 0,5 mm e 180° de rotacéo.

Para a aquisicdo das imagens microtomograficas, os espécimes (calvaria)
foram mantidos em posic¢ao utilizando papel umedecido, por permitir a estabilizagao
do espécime e néo interferir na imagem obtida (FIGURA 8C e D). Em seguida, as
imagens obtidas foram reconstruidas tridimensionalmente (3D) com tamanho de
voxel de 10 ym?® utilizando o software NRecon® (versdo 1.6.10.4, Bruker, Bélgica
(Figuras 8 E e F). Durante a reconstrugdo 3D, foi utilizada uma margem de
seguranga de 2 mm acima do inicio do defeito 6sseo criado e composta por cerca de

680 a 780 fatias até alcancar o término do defeito 6sseo avangando 2 mm abaixo.

Figura 8 - Imagens do Microtomégrafo 1272 e software de captacao
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Nota: A: Microtomégrafo; B: Datacenter; C: Porta Amostra, D: Espécime fixado e em
suporte; E-F: Software para escaneamento e captura.
Fonte: Do autor.

4.4.2 Processamento das imagens

Apds a reconstrugdo 3D das imagens microtomograficas no software
NRecon®, essas foram alinhadas no soffware Dataviewer® utilizando o plano coronal
como referéncia (Figura 9), pois ele permite selecionar todo o diametro do defeito.
As imagens reposicionadas no plano coronal foram salvas para posterior analise

morfométrica no software CTan®

Figura 9 - Imagem da tela inicial do software Dataviewer®
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Nota: Correcdo e posicionamento dos planos transaxial, sagital e coronal. A:
plano coronal; B: Plano transaxial; C: Plano sagital.
Fonte: Do autor

4.4.3 Andlise das imagens

Apds o reposicionamento e selecdo do plano coronal, as imagens
microtomograficas foram exportadas para soffware CTan® a fim de realizar as
analises morfométricas. Desta forma foi possivel quantificar estruturalmente nas
imagens microtomograficas obtidas, o tecido 6ésseo mineralizado neoformado por
meio dos parametros volumétricos (area, distancia, percentual, volume das
estruturas). Os parametros de microestrutura 6ssea (espessura trabecular, distancia
entre as trabéculas e numero de trabéculas), nao foram analisados porque levamos
em consideracdo que a estrutura 6ssea que estava sendo analizada, no caso, a
calvaria, era predominantemente formada de osso cortical, na verdade, bicortical,
existindo pouco osso trabecular, o que nao justifica avaliarmos parametros que
envolvem trabéculas. Tais parametros seguem os adotados pela Sociedade
Americana de Pesquisa Ossea e Mineral (ASBMR) (DEMPSTER et al., 2013;
PARFITT et al., 2009).
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4.4.4 Selegao do volume (VOI) e regiao de interesse (ROI)

Para cada espécime escaneado, foi determinado o volume de interesse (VOI)
utilizando os slices referentes ao inicio (Top) e final (Bottom) do defeito como
referéncia. O numero médio de 100 cortes microtomograficos (slices),
correspondente ao volume do defeito, foi utilizado para a analise morfométrica.

Posteriormente, a regido de interesse (ROI) automaticamente para cada slice
do VOI determinado. O ROl apresentou formato circular e diametro médio de 7,0 mm,
correspondente ao tamanho do defeito ésseo confeccionado na calvaria do animal,

utilizando o plano coronal como referéncia.

4.4.5 Binarizagao das imagens

A binarizagao das imagenas foi realizada para a leitura em pixels, mediante a
um ajuste fino da escala de cinza (gray threshold). O valor de cinza de uma imagem
€ proporcional ao coeficiente de atenuagao linear do tecido. A escala dos valores de
cinza no software de analise varia de 0 a 255. No presente estudo, a selegao do
threshold para as 100 imagens foi realizada visualmente por comparacdo com a
imagem original de acordo a metodologia descrita por Bouxsein e colaboradores
(2010). Dessa maneira foi possivel diferenciar o tecido duro mineralizado do tecido
mole, principalmente dentro do defeito critico de 6mm. Assim os pixels marcados em
branco representaram o tecido 6sseo mineralizado ou biomaterial, enquanto que os
pixels marcados em preto representaram o tecido ndo mineralizado. Seguindo esta
metodologia foi possivel identificar o osso neoformado, o biomaterial Bio-Oss® e o
tecido mole.

Para identificacdo do osso neoformado, o threshold de 60 até 255 foi utilizado.
4.4.6 Analise morfométrica
Como resultado na interpolacéo do desenho dos ROIs no VOI selecionado, foi

possivel a criagdo tridimensional da regido do defeito 6sseo. Assim, apds a

binarizagcdo das imagens, o software (Ctan) pode fazer a leitura dos voxels e
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produzir dados volumétricos das regides selecionadas e das diferentes estruturas
analisadas (biomaterial, osso neoformado). Para determinar o volume de tecido
mineralizado na regiao do defeito 6sseo, o parametro BV/TV (bone volume/ tissue
volume) foi selecionado e os resultados expressos em % (BOUXSEIN et al., 2010;
DEMPSTER et al., 2013; PARFITT et al., 2009).

4.5 ANALISE HISTOLOGICA

4.5.1 Processamento Histolégico

Apos as analises microtomograficas, as pegas (calvarias) foram fixadas em
formol neutro a 10% (Formol Estabilizado sol. 10%, Sciavicco Comércio e Industria
Ltd., Sabara, MG, Brasil), lavadas em agua corrente e descalcificadas em solu¢do de
acido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 18% (Ludwig Biotecnologia LTDA, Alvorada,
RS, Brasil). Apés descalcificacao inicial, cada peca foi dividida longitudinalmente em
dois blocos, exatamente ao longo do centro do defeito cirurgico original, usando-se os
maiores eixos de cada marcacio de cimento de ionédmero de vidro com formato de “L”
como referéncia.

Foram realizados cortes transversais que tangenciaram o eixo menor de
ambas as marcagdes em “L”, de modo que cada espécime apresente pelo menos 10
mm de extensdo no sentido longitudinal. Assim, torna-se possivel a determinagao
precisa dos limites do defeito cirurgico original (Figura 10). Apés um periodo de
descalcificagado adicional de 30 dias, as pecas foram processadas e incluidas em
parafina. Cortes seriados no sentido longitudinal da pegca com seis micrometros de
espessura foram feitos, iniciando a partir do centro do defeito cirurgico original. Os
cortes foram corados pela técnica da Hematoxilina e Eosina (HE), para analise com

microscopia de luz.

Figura 10 - Esquema do defeito 6sseo
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Nota: Maior eixo de cada L sdo coincidentes que dividem o defeito ao meio,
resultando em um comprimento longitudinal de 9 mm.
Fonte: Adaptado de Messora et al., 2007.

4.5.2 Analise histomorfométrica

Foram utilizadas 2 Laminas histolégicas de cada rata, como cada grupo
possuia 5 ratas, utilizamos 10 [aminas por grupo.

Previamente foram obtidas imagens histologicas (fotografadas) de cada
regido em aumento original de 10x por meio de uma camera fotografica digital
(Axiocam MRc 1.4 Mb - Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha) acoplada a um
microscopio Optico binocular (AxioLab A1 Plus - Carl Zeiss, Jena, Alemanha). Apos
esse processo, a analise histomorfométrica foi realizada através do Software Imagen
J, no qual, permitiu calcular a area de formagéo éssea.

A captura das imagens foi realizada por setores, visto que a area do defeito
critico era muito grande para poder ser capturada totalmente em um aumento de 10x.
Entdo, apdés a captura das imagens por setor, as mesmas foram reconstruidas
através do software Adobe Photoshop CS2 para que pudéssemos ter uma visao
completa do defeito.

Subsequentemente, foi identificada e selecionada a area de interesse, no qual
apresentava as trabéculas 6sseas neoformadas dentro do defeito critico presente na
calvaria, sendo delimitada da regido anterior (proxima ao osso nasal) até a regiéao

posterior (proxima ao 0sso occipital). Apos a demarcagao da area de interesse, foi
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realizada a mensuragcdo do total da area de neoformacdo Ossea, utilizando a
ferramenta do software Image J. Ao final, os valores da area total e a média de

neoformacao 6ssea foram tabulados para realizacéo da analise estatistica.

Figura 11 — Esquema histometria

Nota: Area de neorformacdo éssea (AON) delimitada em verde dentro dos limites da area
total (AT)
Fonte: Do autor

4.6 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas pelo software GraphPad Prism 6
(San Diego, CA, USA). Pelo reduzido tamanho da amostra, aplicou-se teste de
Shapiro-Wilk para aferir a distribuigdo normal dos dados obtidos, como nao
apresentava uma distribuicdo normal, testes ndo paramétricos foram utilizados na
analise inferencial dos dados. Portanto, os dados provenientes da analise
microtomografica e histologica foram submetidos ao teste de Kruskall-Wallis e pelo
teste de Dunn, tanto para comparagdo entre os grupos nos diferentes periodos
experimentais, como também dentro de cada grupo, variando-se os periodos
experimentais. Todos os testes estatisticos desse estudo foram aplicados ao nivel

de confianca de 95%.

5 RESULTADOS
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Todos os animais toleraram bem ao procedimento cirurgico e se mantiveram

saudaveis durante todo o periodo experimental.

5.1 ANALISE MICROTOMOGRAFICA

Para analise microtomografica foi utilizado o volume de tecidos mineralizados
dentro do defeito critico de calvaria (R-MTF). Dessa forma, comparou-se inicialmente
o R-MTF de todos os grupos em cada um dos periodos experimentais (TABELA 1).

Ao realizar a comparagédo entre os grupos experimentais no periodo de 4
semanas, observou-se um maior volume (%) de tecidos mineralizados dentro do
defeito critico no grupo OVX-MEMB (FIGURA 12) do que no grupo OVX-DOX
(FIGURA 13) (p< 0,05) (Figura 14A). Entretanto, ao realizar a mesma analise para
os demais periodos de avaliagéo, (8 e 12 semanas), ndo encontrou-se diferengas
estatisticamente significantes (FIGURA 14 B e C).

Posteriormente, ao comparar os diferentes periodos experimentais dentro de
um mesmo grupo, também nao observou-se diferenca estatisticamente significante
em nenhum dos grupos avaliados (p> 0,05) (Tabela 1 e FIGURAS 15 A-G).

Tabela 1 - Dados de mediana e dos quartis 1 e 3 do R-MTF de todos os grupos e periodos
de avaliacao

Periodo Sham Ovx Ovx/Memb Ovx/Bio Ovx/Dox/ Ovx/Bio Ovx/Dox
/Memb Memb
6.45 7.55 18.11 21.85 8.76 9.76 4.39
4 semanas "
(5.73-17.84) (5.65-10.17) (8.67 — 20.69) (21.21 -26.95) (8.76 — 21.99) (4.15-14.62) (3.90 - 5.34)
9.59 8.38 7.22 11.54 7.34 9.93 7.03
8 semanas
(5.34 — 11.18) (6.28 — 10.66) (4.33- 8.46) (9.77 — 13.43) (0.00 - 8.61) (9.81-10.22) (3.63-10.87)
7.62 5.59 5.07 12.01 4.84 8.56 11.07
12 semanas
(6.02 — 9.38) (4.67 — 10.60) (2.57 — 9.85) (7.98 — 12.75) (4.20 - 5.52) (5.35-11.54) (5.03 - 13.34)

Fonte: Do autor

Nota: * indica diferenca estatistica entre os materiais em um mesmo periodo de avaliagao

FIGURA 12 - Imagens Microtomograficas Calvaria com defeito critico do grupo OVX-MEM
no periodo de 4 semanas
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Fonte: Do autor

FIGURA 13 - Imagens Microtomograficas Calvaria com defeito critico do grupo OVX-DOX no
periodo de 4 semanas

Fonte: Do autor
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FIGURA 14 A-C- Representacao grafica da comparagédo dos dados microtomograficos entre
os grupos em diferentes periodos experimentais.

Figura 14A- 4 semanas Figura 14B- 8 semanas
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Fonte: Do autor

Nota: * Indica diferenca estatisticamente significante (p <0,05).
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FIGURAS 15 A-G Representagdo grafica da comparagdo dos dados microtomograficos
dentro de cada grupo variando-se os periodos experimentais.
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FIGURA 15G- OVX-DOX
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Fonte: Do autor
Nota: * Indica diferenga estatisticamente significante (p <0,05).

5.2 ANALISE HISTOMETRICA

Para analise histomorfométrica foi utilizada a porcentagem da formagao éssea
em relagédo a area total (AON). Portanto, foi comparada inicialmente a AON (%) dos
grupos em cada periodo experimental (TABELA 2 e FIGURAS 16A-C).

Observou-se que no periodo de 4 e 8 semanas o grupo OVX-BIO-MEMB
apresentou maior formacao éssea (%) do que o grupo OVX (p< 0,05) (Figuras 17A e
B, respectivamente). Os demais grupos ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significantes entre eles nesses periodos. Considerando o periodo

de 12 meses, também nao observou-se diferengcas estatisticamente significativas

entre os grupos avaliados (FIGURA 16C).

Tabela 2 - Dados de mediana e dos quartis 1 e 3 da % o0sso de todos os grupos e periodos

de avaliagao.
Ovx/Bio/ Ovx/Dox/
Periodo Sham Ovx Ovx/Memb Ovx/Bio Ovx / Dox
Memb Memb
9.61 5.79 11.38 17.81 9.59 13.52 9.50

4 semanas
(56.30-16.00) (5.41-6.23) (0.98 — 15.26) (13.45-19.90)*  (6.06 —29.52)#  (11.32-15.90) (6.49 — 10.72)

8 245 1.13 5.64 9.83 7.86 9.83 7.94
semanas
(1.60 — 4.58) (0.59 — 4.46) (1.93- 13.95) (7.07 — 15.22)* (5.55 - 9.65) (4.60 — 15.59) (5.15-14.74)
2.84 1.24 7.47 5.35 4.58 9.69 7.84
12 semanas
(1.48 - 7.24) (0.24 -5.90) (5.95-13.95) (2.51 - 14.31) (4.46 — 5.81) (4.21 - 30.19) (4.26 — 19.20)

Fonte: Do autor

Nota: * indica diferenca estatistica entre os materiais em um mesmo periodo de avaliagao, #
indica diferenca estatistica entre os periodos de avaliacdo em um mesmo material

(p<0.05).
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FIGURAS 16 A-C- Representagao grafica da comparagéo dos dados histométricos dentro
de cada grupo variando-se os periodos experimentais.

FIGURA 16A- 4 SEMANAS FIGURA 16B- 8 SEMANAS
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FIGURA 16C- 12 SEMANAS
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Fonte: Do autor

Nota: * Indica diferencga estatisticamente significante (p <0,05).

As Figuras 17 A-G apresentam os resultados da analise histomorfométrica
dos diferentes periodos experimentais dentro de um mesmo grupo.

Verificou-se que houve diferengca estatisticamente significante apenas no
grupo OVX-DOX-MEMB, sendo que, a porcentagem de tecido 6sseo formada em
relacdo a area total foi maior no periodo de 4 semanas do que se comparado ao
periodo de 12 semanas do experimento (p< 0,05) (FIGURA 17 E).
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FIGURAS 17A-G- Representacao grafica da comparagao dos dados histométricos dentro
de cada grupo variando-se os periodos experimentais.
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FIGURA 17G- OVX-DOX

1

4 sem. 8sem. 12sem.
Fonte: Do autor

Nota: * Indica diferencga estatisticamente significante (p <0,05).

5.3 ANALISE HISTOLOGICA

As Fotomicrografias (Figuras 18 a 20) sédo cortes representativos dos grupos
estudados nos periodos de 4, 8 e 12. No qual, pela analise morfolégica dos cortes
histologicos dos defeitos na calvaria observou-se um processo de reparo comum a
todos os grupos estudados, onde o centro do defeito continha tecido conjuntivo com
graus variados de infiltrado inflamatério e o osso recém formado concentrava-se nas
bordas do defeito.

No grupo Sham o reparo foi progressivo, havia pouco osso recém-formado
nas bordas e infiltrado inflamatério leve nos periodos de 4 e 8 semanas. No periodo
de 12 semanas observou-se a presencga de tecido conjuntivo maduro no centro do
defeito e uma maior quantidade de osso nas bordas, que foi insuficiente para levar
ao fechamento completo do defeito.

Nos defeitos que receberam a membrana PP observou-se infiltrado
inflamatoério moderado, acompanhado de uma menor quantidade de osso recém-
formado nas bordas do defeito comparado aos outros grupos. Na presenca da

Doxiciclina o infiltrado foi amenizado, inclusive quando utilizada associada a
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membrana. Nos grupos com o Bio-Oss, observou-se particulas do material
encapsuladas em todos os periodos, acompanhado de um infiltrado leve a
moderado e a presenga de 0sso recém-formado permanecia restrita as bordas do
defeito.

Figura 18 - Fotomicrografias de cortes representativos dos grupos estudados no periodo de
4
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Fonte: Do autor

Nota: Coloragao HE. Objetiva 10X.
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Figura 19 - Fotomicrografias de cortes representativos dos grupos estudados no periodo de
8 semanas
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Figura 20- Fotomicrografias de cortes representativos dos grupos estudados no periodo de
12 semanas
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6 DISCUSSAO

A osteoporose € a doenga esquelética sistémica mais comum associada ao
envelhecimento, que afeta milhdes de mulheres apés a menopausa em todo o
mundo (LI et al., 2016). Segundo Dempster et al. (1995), a deficiéncia de estrogénio
causa um aumento na reabsorgcdo 6ssea de forma desproporcional, o que faz com
que essa doencga seja caracterizada pela baixa densidade éssea e pela deterioracéo
de suas trabéculas (LI et al., 2016).

Deste modo, individuos idosos osteopordticos estdo cada vez mais
propensos a procurar tratamento odontoldgico, incluindo a instalagado de implantes e
tratamento periodontal (SCALIZE et al., 2016). Portanto, levando-se em
consideragao que nos tratamentos odontolégicos a qualidade e a remodelagéo
O0ssea sdo essenciais para o sucesso da terapia, o presente trabalho buscou um
modelo experimental que apresentasse uma condi¢cao osteoporatica.

Segundo trabaho de Scaliza et al. (2016), considerando que a osteoporose
altera o metabolismo 6sseo e que a ROG e a necessidade de um biomaterial, seja
isolado ou combinado, aumente a disponibilidade déssea, o objetivo do presente
estudo foi avaliar o uso isolado ou combinado da membrana nao-reabsorvivel de
polipropileno com gel de Doxiciclina a 10% ou enxerto 6sseo bovino sobre a
regeneragao Ossea em defeitos criticos na calvaria de ratas osteoroporéticas,
através de analise microtomografica e histométrica.

Ratas ovariectomizadas representam um modelo experimental de
osteoporose pds-menopausa, umas vez que a ovariectomia causa deficiéncia de
estrogénio (DAI et al., 2014; KURODA et al., 2003). Por outro lado, em relagéo a
avaliagdo da eficacia do uso de biomateriais em regeneracdo 6ssea, o defeito 6sseo
de tamanho critico em calvaria de ratos tem sido utilizado como um modelo
experimental (ARONI et al., 2018; OLIVERIA et al., 2015; SILVA et al., 2016).

Neste estudo, defeitos com didmetro de 6 mm foram confeccionados com
broca trefina. Na literatura ha uma grande divergéncia em relagdo ao tamanho do
defeito (HOLLINGER; KLEINSCHMIDT, 1990). E importante salientar que,
independentemente do didmetro selecionado, o fator determinante no sucesso da
avaliacao € a incapacidade do defeito em apresentar reparo 6sseo espontaneo
durante o periodo do experimento (GOSAIN et al., 2003). Diametros maiores que o

utilizado no presente estudo sdo encontrados na literatura, variando de 3 a 10 mm
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(MESSORA et al., 2008; SCHLEGEL et al., 2006; SILVA et al., 2016). Messora et al.
(2008) propuseram uma metodologia de analise de defeitos em calvaria que incluia
a confecgao de marcagdes em “L” em amalgama para pré-estabelecer distancias em
relacdo ao defeito, sendo tal metodologia seguida no presente estudo, modificamos
o material de preenchimento do L pois sabemos que quando se usa amalgama e
faz-se analise microtomograficas, as imagens obtidas podem ficar deterioradas por
artefatos gerados na captacao dessas imagens.

O defeito critico no presente trabalho foi realizado sem a colocacdo de
membrana entre a dura-mater e o biomaterial, pois a dura-mater € apontada como
uma fonte de células mesenquimais que participam do processo de reparo da
calvaria (GOSAIN et al., 2003). Considerou-se um aumento de 1 mm no diametro
total do defeito. Além disso, a espessura da calota foi considerada como a altura do
defeito para o calculo da area total do defeito original. Outro aspecto que facilitou a
padronizacdo dos defeitos foi o proprio sitio cirargico selecionado. Como
mencionado anteriormente, a calota craniana oferece diversas vantagens em
relacdo a demais sitios cirurgicos, dentre elas a facilidade de acesso e uma ampla
area para confecgado de um defeito padronizado (CESTARI, 2009; MESSORA et al.,
2008; SILVA et al., 2016).

Em relacdo ao método de analise, as avaliagdes histomorfométricas sao
amplamente preconizadas para avaliar a capacidade de neoformacao Ossea
(MESSORA et al., 2008; SILVA et al., 2016). A analise por meio do calculo da area
do defeito € um método bastante confiavel, pois permite calcular a area em que
houve crescimento 6ésseo baseado na determinagdo do tamanho do defeito original
(MELO et al., 2005; MESSORA et al., 2008; SILVA et al., 2016). E importante
ressaltar que alguns aspectos da avaliagdo histomorfométrica foram realizados a fim
de diminuir possiveis interferéncias nos resultados. Dentre eles, o calculo da area
total do defeito original foi realizado considerando a oscilagao da trefina, resultando
em um defeito de maior didmetro (SILVA et al., 2016).

Em relacdo ao periodo de avaliagdo, optou-se por utilizar os periodos de 4,
8 e 12 semanas, pois nas primeiras 4 semanas se trata do periodo inicial do
processo de cura tecidual e da estabilidade dos materiais. Apds 8 semanas ou mais

pode ser apropriado para se avaliar a cicatrizagao tardia (BODDE et al., 2008).
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Até o momento ndo existem estudos que avaliaram a utilizacdo de
membrana de polipropileno, seja isolada ou em associagdo com outros biomateriais,
em defeitos criticos na presencga de niveis reduzidos de estrégeno.

No presente estudo, ao avaliar o volume de tecidos mineralizados dentro do
defeito critico, por meio de analise em Micro-CT, foi verificado maiores valores R-
MTF (%) no periodo de 4 semanas no grupo OVX-MEMB em comparagao ao OVX-
DOX. Diante disso, observa-se que uso da membrana de PP possibilitou maior
formacdo d6ssea que a Doxiciclina, o que pode ser explicado pelo fato que a
utilizacdo de membranas permite isolar o defeito 6sseo do tecido conjuntivo
circundante, permitindo que as células precursoras de o0sso tenham acesso ao
espaco destinado a regeneragao 6ssea (SCALIZE et al., 2016).

Foi encontrado apenas um estudo sobre o uso da membrana de PP em
defeitos experimentais, onde os autores compararam a regeneragao 0ssea apos O
uso de membrana com os defeitos preenchidos por coagulo sanguineo e
observaram uma maior formacao dssea apos a utilizacdo de membrana de PP no
periodo de 21 dias se comparado ao grupo controle. Contudo, sdo necessarios
novos estudos para confirmar as vantagens deste material em comparagao a outros
materiais (DE LUCCA; DA COSTA MARQUES; WEINFELD, 2018).

A maioria dos estudos sobre o uso da membrana de PP encontrados na
literatura foram sobre o seu uso apds extracdo dentaria, no intuito de preservar o
rebordo alveolar, por conseguinte, contribuindo para estabilizagdo do coagulo e
regeneragao do rebordo alveolar, mostrando resultados positivos ao reparo 6sseo
(SALAMAO; SIQUEIRA, 2010; RENDA et al., 2015).

Por sua vez, outros estudos encontraram resultados satisfatorios
considerando a nova formagao do tecido 6sseo reabsorvido através do uso de
outros tipos de membranas em modelos experimentais com osteoporose. Scalize et
al. (2016), ao avaliar a membrana obtida pela associagdo do polimero poli(fluoreto
de vinilideno-trifluoretileno) e titanato de bario com membrana de PTFE em ratas
osteoporédticas, observaram que apds 4 semanas 0s grupos apresentarem
parametros morfométricos similares entre si e que a membrana poli(fluoreto de
vinilideno-trifluoretileno) €& promissora para o reparo 6sseo em uma situagao de
osteoporose. Mardas et al. (2017) observou o aumento significativo da neoformacéao
apoés ou uso PTFE em um estudo similar.

Nao foram encontrados estudos que comparassem a atuacdo da Doxiciclina
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em comparagao ao uso de membrana na neoformagédo éssea. Conforme Scalize et
al. (2016), apesar da Doxiciclina inibir efeitos da inflamagdo sobre
osteoclastogénese e ter a capacidade de estimular a formagdo Ossea, estudos
verificaram que seu uso isolado ndo é capaz de potencializar a formagao 6ssea
comparagao a outros materiais como o Bio-Oss e 0 osso autégeno, contudo, a sua
associagao com esses materiais mostraram melhores resultados (SILVA et al., 2016;
ZHANG,; DING, KASUGAI, 2019; LUCATELI et al., 2018).

Considerando a analise histologica, verificou-se que os grupos OVX-BIO-
MEMB apresentaram maior quantidade de osso que o grupo OVX no periodo de 4 e
8 semanas de avaliacdo. Outros estudos também observaram que o uso de
membrana; ou Bio-Oss ou associagdo de ambos tiveram efeitos benéficos em
defeitos 6sseos na presenca de a osteoporose, mostrando melhor comportamento
como arcabougo para a regeneragao ossea (MARDAS et al., 2017; VAN HOULT et
al., 2015; VAN HOULT et al., 2018; SCALIZE et al., 2016).

O Bio-Oss tem sido associado a outros materiais que possam colaborar para
um aumento 0sseo na regeneragao 6ssea em defeitos 6sseos como o plasma rico
em fibrina, derivado de matriz do esmalte e Doxiciclina (OLIVEIRA et al. 2015;
SHAHRIARI et al.,, 2012; ZHANG; DING; KASUGAI, 2019). Estudos observaram
melhores resultados em relagéo formagao éssea quando Bio-Oss é associado a uma
membrana de colageno ou PTFE, enquanto, Brkovic et al. (2012) ndo encontraram
diferencga significativas entre os grupos com ou sem membranas de barreira (KIM et
al., 2017; LEE et al. 2015; NOOH et al., 2016; SCHOU et al., 2003).

Além disso, observou-se também nesse estudo, por meio da avaliagao
histométrica, que o grupo Ovx/Dox/Memb no periodo de 4 semanas apresentou
maior quantidade de tecido 6sseo que o0 mesmo grupo no periodo de 12 semanas.
Isso pode ser explicado pelo fato de que a liberacdo continua da Doxiciclina para o
ambiente circundante é responsavel por promover a neoformagao osséa, contudo, a
liberacdo continua da Doxiciclina diminuiu com o tempo, sendo que, a Doxiciclina &
rapidamente liberada nas primeiras 12 horas com o pico de liberacdo as 48 horas
(ZHANG; DING, KASUGAI, 2019).

A respeito da concentracdo de Doxiciclina utilizada neste estudo, a
concentragéo de 10% possui um efeito ndo citotoxico em osteoblastos, permitindo a
sua diferenciacdo e maturagcdo (ALMAZIN et al., 2009). Concentragdo semelhante

de Doxiciclina foi avaliada anteriormente por Silva et al. (2016) em relagdo ao reparo
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de defeitos em calvaria de ratos, apresentando resultados favoraveis.

A utilizagdo do gel de natrosol como veiculo para a Doxiciclina foi proposta
por Silva et al. (2016). O gel de natrosol (hidroxietil celulose) € um agente inerte e
soluvel em agua, amplamente utilizado como base e espessante para shampoos e
sabonetes. Esta substancia tem sido frequentemente utilizada como base para o
gluconato de clorexidina (DAMETTO et al., 2005).

Nas demais analises ndo houve quaisquer outras diferengas estatisticamente
significativas entre os grupos e dentro de cada grupo variando-se o periodo de
avaliagdo. Portanto, a regeneracdo Ossea ocasionada pelo o uso dos diferentes
materiais testados nas ratas osteoroporéticas foi igual ao grupo SHAM em que
ocorreu a remineralizagao fisioldgica. Esse achado por ser explicado devido ao fato
que a deficiéncia de estrogénio diminui a autofagia e aumenta a apoptose dos
ostedcitos. Portanto a deficiéncia de estrogénio induz a apoptose de ostedcitos,
interferindo na manutencdo da homeostase 6ssea (FLORENCIO-SILVA et al., 2018).
Dessa maneira, o uso dos materiais em ratas osteoroporoéticas proporcionou um
reparo semelhante ao fisioldgico, ndo permitindo que o déficit de estrogénio atuasse
de forma negativa na formacé&o Ossea.

A membrana do tipo ndo reabsorvivel requer uma segunda intervengao
cirargica pra sua remocao, portanto, a sua maior persisténcia no local pode provocar
a deiscéncias nos tecidos moles (DIMITRIOU et al., 2012). De acordo com o
fabricante a membrana Bone Heal deve ser removida apos 7 a 15 dias, entretanto,
no presente estudo a membrana foi retirada no momento da eutanasia, podendo
este ser um fator limitante do estudo.

Também, deve se ressaltar que outra limitagdo deste trabalho foi o tamanho
da amostra utilizada na avaliagdo microtomografica, no qual, foram utilizados apenas
3 animais por grupo, devido ao elevado custo das analises em Micro-CT. Diferente a
outros estudos similares, como o estudo de Silva et al. (2016) que utilizaram uma
amostra de 4, ou estudo de Scalize et al. (2016) que usou uma amostra de 5 e
Zhang, Ding e Kasugai (2019) que utilizaram amostra de 10 animais. Dessa forma,
pelo reduzido tamanho da amostra, testes nao paramétricos foram utilizados na
analise inferencial dos dados.

O preenchimento de defeitos 6sseos com biomateriais tem demonstrado um
melhor reparo em relacdo aos defeitos criticos em calvaria de ratos (ARONI et al.,
2018; DE LUCCA; DA COSTA MARQUES; WEINFELD, 2018; LUCATELI et al.,
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2018; OLIVERIA et al., 2015; SILVA et al., 2016). Deste modo, considerando que a
associacdo de biomateriais produz um substituto o6sseo biocompativel e
osteocondutor e que pacientes osteopordticos apresentam alteragbes no
metabolismo 6sseo, pesquisas comparando condigdes osteoporoticas tratadas a nao
tratadas, para examinar o efeito sobre o desempenho biolégico de materiais
substitutos 6sseos sdo necessarias ((LI et al.,, 2013; VAN HOULT et al., 2018).
Portanto o presente trabalho permitiu analisar diferentes associagdes no intuito de
encontrar o melhor biomaterial para o tratamento de defeitos ésseos em condi¢cao
osteopordtica.

Considerando as limitacdes deste estudo, os periodos avaliados e com base
nos resultados, a associacdo de membrana com Bio-Oss pode ser uma alternativa
eficaz para o tratamento de pacientes osteoporéticos. Além do mais, estudos sobre
a associagao de biomateriais com membrana, em tratamentos para ganho 6sseo,
envolvendo disturbios ¢sseos sistémicos, como a osteoporose, devem ser

estimulados.
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7 CONCLUSAO

Considerando-se as limitagdes desse estudo, pode-se concluir que:

a) de forma isolada, tanto a membrana de polipropileno, quanto Bio-Oss e
Doxiciclina ndo apresentaram diferenca na regeneragdo o0ssea de ratas
osteopordticas, se comparadas ao coagulo sanguineo.
b) a utilizacdo de membrana de polipropileno associada ao Bio-Oss em ratas
osteoporéticas promoveu maior formagao éssea do que o coagulo

sanguineo.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Regeneragdo o6ssea guiada por
membrana de polietileno associada ou ndo a doxicilina a 10% e osso bovino em
defeito 6sseo critico de ratas osteopordticas: estudo histométrico,
imunoistoquimico e microtomografico”, registrada com o n° 44/2017, sob a
responsabilidade de Ronaldo Célio Mariano, que envolve a producéo,
manutengéo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e
foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA-UNIFAL)
DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS.

Finalidade () Ensino ( X') Pesquisa cientifica
Vigéncia da autorizagéo De 28/08/2017 a 15/07/2019
Espécie/linhagem/raga Rato Wistar / heterogénico

N° de animais 60

Sexo Fémeas

Origem Biotério Central da UNIFAL

Alfenas, 28 de Agosto de 2017.

Prof. Dr. Leonardo-Atgdusto de Almeida

Coordenador CEUA-UNIFAL
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