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RESUMO

O grande numero de cirurgias 6sseas reconstrutivas impulsiona o desenvolvimento
de novos biomateriais. Neste contexto, a doxiciclina, um isdmero estrutural da
tetraciclina, j& tem sido pesquisada h& varias décadas, sendo sua aplicabilidade
local, na Odontologia, direcionada ao tratamento de periodontites e peri-implantites.
No entanto, estudos recentes, mostraram que a mesma possui a propriedade de
inibir a osteoclastogénese, além das demais ja conhecidas, como antibacteriana,
imunossupressora e anti-inflamatéria. Assim sendo, o objetivo deste estudo foi
avaliar a aplicacéo local da doxicilina, na forma de gel tendo como base o natrosol,
na regeneracdo 0ssea, associada ou ndo ao 0sso bovino particulado (Bio-Oss),
através de um estudo quantitativo e qualitativo em defeitos de tamanho critico na
calvaria de ratos. Para isso foi utilizado um total de 40 ratos, os quais foram
aleatoriamente divididos em 5 grupos, com 8 animais cada, de acordo com o
tratamento recebido: CS (coagulo sanguineo); NAT (natrosol); DOX (gel de
doxiciclina a 10 %); BO (Bio-Oss); BODOX (Bio-Oss associado a doxiciclina). 4
animais de cada grupo foram submetidos a eutanasia as 4 e 8 semanas de pos-
operatorio. Na analise tomografica (TCCB), a média da densidade na regido do
defeito foi calculada como uma porcentagem em relagdo a densidade do 0sso
nativo. Enquanto na analise histomorfométrica, a area de osso neoformado (AON)
foi calculada como uma porcentagem da area total (AT). Os valores obtidos foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ao teste de Tukey (p<0,05). Os
resultados mostraram que a média percentual da densidade tomografica na regido
do defeito, ao final das 8 semanas, foi estatisticamente maior no grupo BO
(47,8183%) quando comparada ao DOX (41,3580%), NAT (31,3870%) e CS
(31,0045%) e semelhante ao BODOX (46,5909%). E quanto a neoformacéo éssea, 0
grupo DOX (38,7875%) apresentou a maior média de formacdo OGssea, apesar de
estatisticamente semelhante aos grupos BODOX (33,1345%), BO (23,8915%) e
NAT (22,5271%), e estatisticamente maior que CS (14,1250%). Dentro dos limites
deste estudo, observa-se que o gel de doxiciclina a 10% teve um bom efeito no
preenchimento de defeitos 6sseos em calvaria de ratos, e sua associagdo com
particulas de osso bovino (Bio-Oss) mostrou melhor comportamento como
arcabouco para a regeneracao 6ssea.

Palavras-chave: Doxiciclina. Regeneracdo Ossea. Enxerto 0Osseo. Materiais
biocompativeis. Tomografia Computadorizada.



ABSTRACT

The large number of reconstructive bone surgeries drives the development of new
biomaterials. In this context, doxycycline, a structural isomer of tetracycline, has been
researched for several decades, and its local application in dentistry is directed to the
treatment of periodontitis and peri-implantitis. However, recent studies have shown
that it has the feature of inhibiting osteoclastogenesis, in addition to those well-known
features such as antibacterial, anti-inflammatory, anti-collagenase and
immunosuppressive. Therefore, the aim of this study was to evaluate the local
application of doxycycline in the form of gel based on the natrosol, in bone
regeneration, with or without the particulate bovine bone (Bio-Oss), through a
guantitative and qualitative study critical defects in rat calvaria. Therefore, 40 rats
were randomly divided into 5 groups with 8 animals each, according to the treatment
received: CS (blood clot); NAT (natrosol); DOX (10% doxycycline gel); BO (Bio-Oss);
BODOX (Bio-Oss associated with doxycycline). Four animals from each group were
euthanized at 4 and 8 weeks postoperatively. In tomographic analysis (CBCT), mean
density in the region of the defect was calculated as a percentage relative to the
native bone density. While in histomorphometric analysis, the newly formed bone
area (NFBA) was calculated as a percentage of the total area (TA). The
valuesobtained underwent analysis of variance (ANOVA) and Tukey's test (p<0.05)
when ANOVA suggested statistical difference. The results showed the mean
percentage of tomographic density in the region of the defect at the end of 8 weeks
was higher for BO (47.8183%) when compared to DOX (41.3580%), NAT (31.3870%
) and CS (31.0045%) and similar to BODOX (46.5909%). Regarding new bone
formation, the DOX group (38.7875%) had the highest mean bone formation,
although statistically similar to BODOX groups (33.1345%), BO (23.8915%) and NAT
(22.5271 %) and statistically higher than CS (14.1250%). Within the limits of this
study, it is observed that the gel doxycycline 10% had a good effect in filling bone
defects in rat calvaria, and its association with particles of bovine bone (Bio-Oss)
showed better behavior as a framework for bone regeneration.

Keywords: Doxycycline. Bone regeneration. Bone graft. Biocompatible materials.

Computed Tomography.
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1 INTRODUCAO

Um dos mecanismos mais fascinantes no organismo é a alta capacidade
do tecido O0sseo se regenerar. No entanto, a doenca periodontal, tumores, traumas,
exodontias, anomalias de desenvolvimento, patologias, ressec¢des oncologicas e
perda fisiologica de massa 0ssea, podem levar a defeitos 6sseos perenes, 0s quais
nao possuem a capacidade de se regenerar espontaneamente. Especialmente na
regido bucomaxilofacial, a reabsorcdo severa de mandibula e maxila, associada a
perda dos dentes, pode levar a defeitos anatdmicos significativos comprometendo a
funcdo e a estética e, em muitos casos, inviabilizando a reabilitacdo oral (LINDHE;
KARRING; LANG, 2010).

Além disso, as reabilitacbes orais tradicionais, com proteses fixas ou
removiveis, apoiadas sobre dentes e/ou mucosa, deixaram de ser o tratamento de
escolha dos pacientes totais ou parcialmente edéntulos. Hoje, a Odontologia, na era
da Implantodontia, despertou nesses pacientes a possibilidade de reabilitagdo do
sistema estomatognatico com préteses implanto-suportadas, as quais representam o
tratamento que mais se aproxima da denticdo natural (NARAIN; GARG; NARAIN,
2010).

Uma vez que as cirurgias 0sseas reconstrutivas, antes da reabilitacéo oral
com proteses implantossuportadas, sdo muitas vezes necessarias para evitar ou até
mesmo recuperar a perda 0ssea vertical e horizontal e, principalmente, obter uma
quantidade e qualidade désseas adequadas, garantindo a estabilidade primaria de
insercdo do implante, tornou-se constante a busca por novos biomateriais que
possam modular, alterar ou estimular a atividade osteogénica nos defeitos teciduais
e/ou inibir a osteoclastogénese (KIM et al., 2013; TETE et al., 2013).

Atualmente, como possiveis solugbes utilizam-se enxertos autdégenos,
alégenos, aloplasticos, xenogénicos e fatores de crescimento. (SCHMITT et al.
2013). Mas, como o recrutamento de células, a modulagéo do processo inflamatoério
e a promocao do reparo, por cicatrizacdo ou regeneragdo, sado influenciados pelas
suas caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas (KOLK et al., 2012), cada material

apresenta vantagens e limitagOes, justificando o grande numero de estudos
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realizados para verificar o efeito de novos biomateriais, associados ou ndo, a outros
biomateriais utilizados rotineiramente.

Considerando assim, o desenvolvimento e aprimoramento de diferentes
biomateriais, pesquisas recentes tém mostrado que a doxiciclina, um isémero
estrutural da tetraciclina, atua inibindo a osteoclastogénese, caracteristica esta que a
torna favoravel na regeragdo 6ssea. A doxiciclina tem sido continuamente estudada,
principalmente em decorréncia das suas caracteristicas ja bem conhecidas, como
antibacteriana, anti-inflamatoria, anti-colagenase e imunossupressora, com
comprovado efeito na Odontologia, principalmente no tratamento de periodontites e
periimplantites (Al-ALI; BISSADA; GREENWELL, 1989; KINUGAWA et al.,, 2012;
GAIKWAD et al., 2013; MOIDEEN; KHAN; SIDDIQUI, 2013; SALMINEN et al., 2013;
UDAGAWA et al., 2013; YAGAN; KESIM; LIMAN, 2013).

No entanto, até o momento, nenhum estudo tem sido relatado na
literatura utilizando a doxiciclina na forma de gel a 10 %, como um biomaterial que
favoreca a regeneracdo Ossea, e nao associado ao tratamento da doenca
periodontal ou periimplantar. Assim, acredita-se que a utilizacdo deste gel, com
todas as caracteristicas ja descritas, por si s6, possa melhorar a regeneracédo 6ssea
prevenindo a instalacdo de defeitos 6sseos ou restaurando-os. Do mesmo modo, um
enxerto 6sseo bovino particulado (Bio-Oss), que € essencialmente osteocondutor,
altamente poroso, que permite o crescimento vascular e celular em seu interior e
que as trabéculas fornecem arcabouco para a conducdo e manutencdo do espaco
para o crescimento 6sseo, quando associado a este material possa ter resultados

ainda mais promissores.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 TETRACICLINAS E SEUS DERIVADOS

A histéria das tetraciclinas envolve a contribuicdo coletiva de milhares de
pesquisadores dedicados ao longo de mais de 60 anos. Descoberta como produto
natural de actinomicetos, bactérias do solo, as tetraciclinas foram relatadas pela
primeira vez na literatura cientifica em 1948. A aureomicina, nome da primeira
geracdo de tetraciclinas, em referéncia a sua cor amarelo ouro, foi aprovada para
uso clinico pela Food and Drog Administration (FDA) e foi um sucesso imediato na
época, salvando inUmeras vidas de doencas infecciosas, dentre elas as riquetsioses
tal como a febre maculosa, infec¢cbes para as quais ndao havia cura. Ficaram
conhecidas principalmente por sua atividade antibacteriana de amplo espectro e
foram comercializadas com sucesso clinico a partir do final dos anos 1940 ao inicio
dos anos 1950 (NELSON; LEVY, 2011).

Na segunda geracdo, analogos semissintéticos e compostos mais
recentes semi e sintéticos de terceira geracdo mostram a evolugdo continua da
estrutura das tetraciclinas para derivados com maior poténcia, bem como sua
eficacia contra bactérias resistentes, além das melhores propriedades
farmacocinética e quimica. E ao mesmo tempo, pesquisas comprovaram seu
mecanismo de acdo: esse grupo de antibiéticos atua ligando-se de modo reversivel
ao RNAr 16S da subunidade 30S e inibe a sintese proteica bacteriana (NELSON;
LEVY, 2011).

Esse grupo de antibioticos apresenta diversas outras aplicabilidades, uma
delas direcionada a imaginologia por fluorescéncia, uma técnica de rotulagem
sequencial com multiplas tetraciclinas, que investiga formacdo de o0sso in vivo,
permitindo medidas longitudinais morfométricas. Baseia-se na aplicacdo de
diferentes tetraciclinas em diferentes periodos, refletindo o tempo de deposi¢cao
ossea (PAUTKE et al., 2010; SONVER et al., 2011; VENTURA et al., 2014).

Na Odontologia efeitos promissores com as tetraciclinas também foram
observados e continuamente pesquisados. Ainda em 1956, Fraleigh relatou ter

observado vantagens na aplicacdo de curativos periodontais contendo tetraciclina,
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ao mesmo tempo em que reacgles teciduais indesejaveis estavam presentes. Hoje,
ja esta mais do que comprovado que em uso sistémico, a tetraciclina é encontrada
no fluido crevicular em concentracbes bacteriostaticas, enquanto que local, ela
atinge concentracdes bactericidas, justificando a sua incorporacdo em uma
variedade de sistemas de liberacédo lenta, tal como o Atridox®, para o tratamento de
periodontites e mais recentemente em peri-implantites. Sua eficacia pode ser
comprovada ndo somente devido as acdes antibacterianas, mas também por
apresentarem propriedades adicionais como atividade anti-inflamatoria, anti-
colagenase e imunossupressora, uma vez que reduzem a atividade dos fagdcitos
polimorfonucleares e a quimiotaxia de neutrofilos e leucécitos (BASSETTI et al.,
2013; BUCHTER et al., 2004; CATON; RYAN, 2011; PARK, 2010; DASHTI et al.,
2010; FRALEIGH, 1956; HOBIOYD, 1971; KINUGAWA et al., 2012; MUTHUKURU;
SUN, 2013; SCHAR et al.,, 2012; SUNDARARAJ et al., 2013; UDAGAWA et al.,
2013; YAGAN; KESIM; LIMAN, 2013).

2.1.1 Doxiciclina: Isbmero estrutural da tetraciclina

Em 1966 este antibidtico foi introduzido no mercado para uso clinico em
humanos. Inicialmente era indicado para tratamento de doencas respiratorias,
doencas venéreas e mais tarde para o tratamento de periodontites (MOIDEEN;
KHAN; SIDDIQUI, 2013; YAGAN; KESIM; LIMAN, 2013).

A doxiciclina, um isdmero estrutural da tetraciclina, difere das demais
guanto a posicao do grupo hidroxila 1, situado no carbono 6 na tetraciclina e no
carbono 5 na doxiciclina, caracteristica que Ihe confere maior estabilidade. Além
disso, a doxiciclina apresenta maior grau de lipossolubilidade que as demais,
chegando a 10 vezes mais, e alta capacidade de se ligar a proteinas plasmaticas,
sendo altamente estavel (FRANKLIN; SNOW, 1975) (FIGURA 1). Essas
caracteristicas explicam os resultados do uso topico de doxiciclina a 8,5% estudado
por Stoller et al. (1998). Os autores encontraram uma concentracdo de 700 vezes
maior que a concentragdo inibitéria minima no fluido crevicular duas horas apés

aplicacdo, sendo que esta concentracdo permanecia alta apos 18 horas e caia ao
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sétimo dia, mas esta Ultima concentracdo conservava-se ainda 150 vezes maior que

a concentracéo inibitéria minima.

Figura 1- Estrutura quimica da doxiciclina comparada a
tetraciclina.
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Fonte: Adaptado FRANKLIN; SNOW, 1975.

2.1.2 Tetraciclinas e inibicdo da osteoclastogénese

As tetraciclinas, incluindo a doxiciclina, previnem a perda éssea, mas o
mecanismo envolvido é pouco conhecido. Sabe-se que os osteoclastos sdo células
multinucleares de reabsorcdo Ossea, derivadas a partir de células progenitoras
hematopoiéticas e sua diferenciacdo é fortemente regulada por osteoblastos, os
quais sao células formadoras de osso (ROODMAN, 2006; CHAMBERS, 2010).

Uma das citocinas expressas pelos osteoblastos essenciais para a
diferenciacdo de osteoclastos € o ativador do fator nuclear Kappa-B (RANKL).
RANKL €& uma citocina que esta ligada a proteina de membrana de uma variedade
de células como os osteoblastos, fibroblastos e células T, e é um mediador do
processo de formacdo dos osteoclastos. Seu receptor € RANK, e a ligagdo RANK-
RANKL na superficie de pré-osteoclastos ativa o fator nuclear Kappa B que leva a
diferenciacdo dessas ceélulas. Ou seja, a ligacdo RANK-RANKL € o sinal que
determina a diferenciacdo de células progenitoras de osteoclastos em osteoclastos
totalmente diferenciados. Segundo Chambers (2010), RANK é o receptor nos

osteoclastos e seus precursores, que interage com RANKL, o qual é sintetizado
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pelos osteoblastos como uma proteina transmembrana. No 0sso, a expressao de
RANKL pelos osteoblastos permite a diferenciacdo, maturacdo e ativagcdo dos
osteoclastos por ligacdo ao seu receptor, RANK, presente na superficie de pré-
osteoclastos (LOPES; CANHAO; FONSECA, 2008).

Os osteoblastos produzem também a osteoprotegerina (OPG), assim fica
estabelecido um equilibrio entre a produgcdo de RANKL, a qual ativa a
osteoclastogénese, e de OPG, que inibe esta atividade. A OPG ¢é secretada pelos
osteoblastos e exerce um efeito protetor no 0sso; € um membro da superfamilia de
receptores aTNF (Fator de Necrose Tumoral a) e, embora expressa em varios
tecidos, tem um papel muito importante no sistema esquelético atuando como um
receptor soluvel que se liga ao RANKL com alta especificidade, indisponibilizando-o
para RANK e, assim, impede a diferenciacdo e ativacdo de osteoclastos (LERNER,
2005).

Além disso, estudos tém mostrado que os osteoclastos e células
dendriticas (CDs) sédo derivados de células progenitoras comuns, tais como 0s
macrofagos derivados da medula 6ssea (BMMs). E, como bem se sabe, as CDs
desempenham um papel importante na imunidade natural aos microrganismos, na
captura do antigeno e na inducdo de respostas dos linfocitos T as proteinas
antigénicas. Sao encontradas em muitos 6rgaos linféides periféricos. Possuem
longas projec¢des citoplasmaticas, o que aumenta eficazmente sua area de superficie
e colhem e internalizam ativamente componentes do ambiente tecidual extracelular
por pinocitose e fagocitose. As CDs expressam varios receptores de superficie que
reconhecem padrbes moleculares associados a patdgenos e transduzem sinais
ativadores para dentro da célula. Uma vez ativadas, as CDs se tornam moveis e
migram para tecidos linfoides regionais, onde participam na apresentacdo de
peptideos derivados de antigenos proteicos. Ou seja, as CDs sdo células
apresentadoras de antigeno (APCs) e, portanto, sdo os alvos preferidos para
imunoterapia em pacientes com doengas autoimunes e em pacientes com cancer
(GEISSMANN et al., 2010; PALUCKA; UENO; BANCHEREAU, 2011).

Recentemente, Kinugawa et al. (2012) e Udagawa et al. (2013),
mostraram que as tetraciclinas convertem a via de diferenciagdo BMMs e essas
células progenitoras comuns resultam em CDs em vez de osteoclastos. Isto €, a
doxiciclina e minociclina inibiram a osteoclastogénese RANKL induzido. Sinais

RANK sé&o essenciais para as tetraciclinas induzirem a diferenciagdo de BMMs em
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CDs, no entanto, sinais ndo identificados, podem promover essa diferenciagcado por
RANKL e tetraciclinas. Assim, em ambos 0s eventos, a remoc¢ao de sinais inibidores
por tetraciclinas, e a inducdo de sinais estimuladores por RANKL, podem ser
obrigados a induzir a diferenciacdo de CDs. Na verdade, as tetraciclinas modificam
os sinais RANK-RANKL induzindo a diferenciacdo das BMMs em CDs (FIGURA 2).

Figura 2- Acdo de tetraciclinas em progenitores comuns de

osteoclastos e CDs.
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Apesar de diversos estudos anteriores afirmarem que a doxiciclina
promove a ostegénese, pesquisas recentes em culturas celulares obtiveram como
resultado que este farmaco néo teve nenhum efeito sobre o nimero e superficie de
osteoblastos, enquanto, por outro lado, diminuiu significativamente o numero e
superficie de osteoclastos. Estes resultados adicionais suportam o conceito de que a
prevencdo da perda de massa Ossea pelas tetraciclinas € principalmente devido a
supressdo da reabsorcdo Ossea osteoclastica e ndo ao aumento direto de
osteoblastos. E a remodelacdo 6ssea € tdo importante quanto a osteogénese, uma
vez que para se alcangar uma maior formagao 0ssea a atividade osteoblastica deve
estar ativada enquanto que a atividade osteclastica deve estar inibida, resultando,
indiretamente, numa maior massa 0ssea (BANG et al., 2013; KINUGAWA et al.,
2012; UDAGAWA et al., 2013).

A inibicdo da osteoclastogénese €, sem duvidas, uma funcao
extremamente vantajosa das tetraciclinas, pois, como bem se sabe a manipulacdo
0ssea, por si sO, de diversos procedimentos cirargicos, € capaz de desencadear a

atividade dos osteoclastos.
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2.2 BUSCA CONSTANTE POR NOVOS SUBSTITUTOS OSSEOS

Historicamente, a prevencdo e tratamento de perdas Osseas tém sido
realizados através de procedimentos de enxertia 0ssea, sendo que O primeiro
enxerto 0sseo ja registrado ocorreu em 1668 por Job Van Meekeren, um cirurgiao
holandés. Desde entdo, 0 enxerto 0sseo representa um procedimento padrao
frequentemente utilizado para se obter a regeneracdo 0ssea, empregado nas mais
diversas especialidades médicas e odontolégicas (BOER, 1988; FINKEMEIER,
2002; JENSEN et al., 2012).

Os enxertos 0sseos, que também podem ser denominados de substitutos
O0sseos, desde que sejam biocompativeis, possuam boas propriedades
biomecanicas e capacidade de devolver a funcionalidade ao osso, tém tido uma
aplicabilidade na Odontologia direcionada principalmente as cirurgias 0Osseas
reconstrutivas dos maxilares previamente a colocacdo de implantes dentarios, a
regeneracado periodontal e a reconstrucdo do rebordo alveolar em fissuras
labiopalatinas congénitas (FINKEMEIER, 2002; JENSEN et al., 2012).

Mas desde j4, € de fundamental importancia entender que enxerto 6sseo
€ um procedimento, e que implica na aplicacdo de 0sso autbégeno ou outro substituto
0sseo, obtido a partir de fonte natural ou sintética, numa area com defeito 6sseo. O
enxerto 6sseo ndo deve ser confundido com a regeneracdo éssea. A regeneracao
Ossea € a real formacédo de novo 0sso no defeito enxertado, e 0 enxerto 6sseo nao
conduz necessariamente o 0sso a regeneracdo (OGUNSALU, 2011).

Na formacdo de novo 0sso, células mesenquimais indiferenciadas e
células progenitoras vivas provenientes do enxerto ou oriundas do hospedeiro,
possuem importante papel, juntamente com diferentes conjuntos de mediadores
moleculares, tais como estimuladores da inflamacédo (interleucina 1 e 6),
estimuladores de diferenciacdo (TGF-beta), fator de crescimento de fibroblastos
(FGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), e é claro, a manutencdo do espaco destinado a
neoformacéo 6ssea. Isso € claramente observado na fase aguda do reparo 6sseo,
uma vez que as diminuicbes do sangue e da tensdo de oxigénio levam a uma
hipoxia tecidual, a qual promove a liberacdo de numerosas citocinas e fatores de

crescimento, que a partir dai irdo induzir o processo de cura da inflamacéo, a
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angiogénese, condrogénese e finalmente a osteogénese. Na verdade, esse
processo de ossificacdo se dara de duas formas, ja que os osteoblastos formaréo
osso diretamente através da ossificagdo intramembranosa, enquanto 0sS
condroblastos iniciam o processo de formacédo de cartilagem no local do defeito que
posteriormente € substituida por osso através da ossificacdo endocondral (BIELBY;
JONES; McGONABLE, 2007; MICLAU; HELNS, 2000).

Tendo isso em vista, os diferentes substitutos 0sseos podem ser
classificados quanto ao seu mecanismo de acdo em: osteogénicos, osteoindutores e
osteocondutores (CARVALHO, et al, 2010; GUIANNOUDES; DINOPOULOS;
TSIRIDIS, 2005; LOURENCO, 2002; OGUNSALU, 2011).

Os materiais ostegénicos sdo organicos e capazes de estimular a
formacdo 6ssea a partir de osteoblastos. Refere-se ao crescimento de 0sso a partir
de células viaveis transferidas dentro do enxerto. Ou seja, 0s osteoblastos e células-
tronco presentes no enxerto e que sobrevivem ao processo de transplante sao
inicialmente os uUnicos responsaveis pela proliferagcdo e formacédo de novo produto
ostedide (CARVALHO, et al., 2010; GUIANNOUDES; DINOPOULOS; TSIRIDIS,
2005; LOURENGCO, 2002; OGUNSALU, 2011).

J& os osteoindutores, sdo aqueles capazes de induzir a diferenciacao de
células mesenquimais indiferenciadas (pluripotentes) ou osteoprogenitoras em
osteoblastos, estimulando assim, a formacédo 6ssea no local ou mesmo num sitio
heterotipico (CARVALHO, et al., 2010; GUIANNOUDES; DINOPOULOS; TSIRIDIS,
2005; LOURENGCO, 2002; OGUNSALU, 2011).

Por outro lado, os osteocondutores, auxiliam a cicatrizacédo através de seu
arcabouco ou scaffold micro e macroscopico permitindo a infiltracdo vascular e a
migracdo interna de elementos celulares envolvidos na formac¢do de 0sso como
células mesenquimais indiferenciadas, osteoblastos, osteoclastos. Conduzem o
crescimento do 0sso e permitem aposicdo O0ssea do 0SSO existente, mas nao
induzem a formagédo 6ssea. Normalmente, este mecanismo de acédo é mais eficiente
quando os demais estdo presentes, osteoindugdo e osteogénese (CARVALHO, et
al., 2010; GUIANNOUDES; DINOPOULOS; TSIRIDIS, 2005; LOURENCO, 2002;
OGUNSALU, 2011).

Outra classificagdo frequentemente atribuida aos substitutos 6sseos esta
relacionada a origem: autdgenos ou autélogos (quando obtidos do préprio sujeito);

homogeno, homdélogo ou aloenxerto (quando obtidos de individuos da mesma
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espécie); heter6geno ou xendégeno (quando obtidos de individuos de espécie
diferente); e, sintéticos ou aloplasticos (que possuem origem sintética) (CARVALHO
et al., 2010; CONZ et al., 2010; FARDIN et al., 2010; OGUNSALU, 2011).

E €& exatamente em decorréncia das classificacbes quanto aos
mecanismos de a¢do e a origem, que o substituto ésseo autégeno ainda permanece
como padrdo ouro, uma vez que todos os demais tém desvantagens a ele
comparadas. Isso, porque possui 0s trés elementos essenciais da regeneracao
0ssea, a osteogénese, osteoinducdo e osteoconducdo, elementos esses, que, sem
davida, favorecerdo a ligacao final entre o osso do hospedeiro e material de enxertia,
processo denominado osteointegracdo. E esses mecanismos ndo ocorrerdo de
maneira distinta e separada, mas sim se sobrepondo uns aos outros. Na verdade, o
mecanismo de crescimento 6sseo no interior dos enxertos 0sseos autdgenos inclui
trés fases. Na fase I, algumas células osteoblasticas transplantadas sobrevivem nos
primeiros 3 ou 4 dias através da nutricdo pelo tecido vascular circundante e durante
as 4 primeiras semanas sao responsaveis pela proliferacdo e formacédo de novo
produto ostedide. Este processo osteogénico estara relacionado ao numero de
células transplantadas e também da vascularizacao inicial. Em 4 semanas, esta fase
diminui, uma vez que as células transplantadas morrem. Na fase Il, proteinas
indutivas e fatores de crescimento séo liberados pelo osso transplantado, iniciando o
processo osteoindutor, que comeca na 22 semana e se estende até 6 meses apés a
enxertia, momento de seu pico. E por fim a fase Ill, em que seu préprio scaffold,
representado pela sua matriz inorganica, preenchera o espaco destinado a
regeneracao Ossea, permitindo a aposicdo 6ssea (JOHANSSON et al.,, 2001,
GUIANNOUDES; DINOPOULOS; TSIRIDIS, 2005; MLADENOVIC et al.,, 2013;
SBORDONE et al., 2009; SBORDONE et al., 2012; SBORDONE et al., 2013; SILVA
et al., 2012; SMOLKA et al. 2006; LONG et al., 2014).

No entanto, apesar deste processo parecer estar bem proximo da
perfeicdo, a coleta deste tipo de enxerto, além de estar associada a realizacdo de
uma nova ferida cirdrgica e a disponibilidade limitada, 8,5 - 20% dos casos
apresentam complicacdes, incluindo a formacdo de hematomas, hemorragias,
lesbes nervosas, infeccdo, e dor no sitio doador, que por vezes é crbnica,
resultando, frequentemente, na nao aceitacdo do paciente. Sem contar que a
reabsorcdo significativa, muitas vezes observada em enxertos ésseos autélogos,

também pode comprometer os resultados (JOHANSSON et al, 2001,
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GUIANNOUDES; DINOPOULOS; TSIRIDIS, 2005; MLADENOVIC et al., 2013;
SBORDONE et al., 2009; SBORDONE et al., 2012; SBORDONE et al., 2013; SILVA
et al., 2012; SMOLKA et al. 2006; LONG et al., 2014).

Mas, felizmente, a evolucdo tecnoldgica e a melhor compreensao da
biologia de cura do osso, tém levado ao desenvolvimento de varios substitutos
0sseos que estdo atualmente disponiveis, e cada vez mais apresentando resultados
préximos ao enxerto autégeno. Schmitt et al. (2013), por exemplo, compararam um
representante de cada origem de enxerto (autdgeno, homogeno, heterégeno e
aloplastico). Seu estudo foi realizado através do Sinus Lift em pacientes de 38 a 79
anos em que a altura 0ssea residual da regido posterior de maxila ndo ultrapassava
4 mm. Ap6s 5 meses, realizaram coleta 0ssea da area enxertada com broca trefina
de 14 mm de altura e analisaram. Puderam concluir que todos os materiais testados
sdo adequados para o levantamento do assoalho do seio maxilar. O enxerto
autdgeno ainda pode ser considerado o padrdo ouro na elevacdo do assoalho do
seio maxilar em relacdo ao 0sso neoformado na regido de interesse, mas os demais
materiais substitutos testados foram praticamente iguais na eficacia e os pacientes
que receberam o enxerto autégeno apresentaram maior morbidade que os demais.

Fato é que, nenhum substituto 6sseo atualmente disponivel apresenta
todos os requisitos de um material ideal, sempre possuem vantagens, mas também
desvantagens relacionadas com suas propriedades mecéanica e biologica
(GUIANNOUDES; DINOPOULOS; TSIRIDIS, 2005; MLADENOVIC et al., 2013).

Mas dentro deste arsenal de materiais destinados a realizacdo de
enxertos 6sseos, no campo da Odontologia, 0s xenoenxertos ganham destaque,
pois mesmo sendo essencialmente osteocondutores, eliminam todas as
desvantagens relacionadas com a obtencdo do enxerto autégeno, desde a
guantidade disponivel até a morbidade resultante do sitio doador (MLADENOVIC et
al., 2013).

A principal fonte de xenoenxertos comercializadas como biomaterial de
substituicdo 0ssea na clinica € a de origem bovina. E dentre eles, o mais utilizado
substituto 6sseo a base de osso bovino inorganico, tem sido o Bio-Oss (Geisttlish
Pharma,Wolhusen, Sui¢a), um biomaterial inorganico livre de patégenos que contém
uma hidroxiapatita com estrutura cristalina e proporcao calcio/fésforo, composi¢éao
quimica e estrutura fisica bastante semelhantes ao 0osso humano. E um material de

enxerto que oferece um arcabouco para a migracdo de células e desenvolvimento
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de osso lamelar, além de aumentar a densidade 6ssea. Na verdade, na matriz
celular as proteinas de ligacdo permitem o recrutamento de osteoblastos pré-
existentes do o0sso adjacente, 0s quais penetram entre as porosidades das
particulas do enxerto e sintetizam matriz osteoide. Estas propriedades fazem do Bio-
Oss, adequado material para a manutencdo de espaco, facilitando a regeneragao
0ssea, tal como sugerido por estudos histolégicos, que demonstraram area 0ssea
recém-formada em estreita relacdo com suas particulas justificando seu amplo
emprego para aumento 0sseo em cirurgias periodontais, dentoalveolares, em
combinagdo com a instalacdo do implante e/ou outros tipos de enxertos
(CHIAPASCO, 2009; DAHLIN; SIMION; HATANO, 2009; GALINDO-MORENO et al.,
2010; JENSEN, 2013; LANGE et al., 2014; MLADENOVIC et al., 2013; ORSINI et
al., 2005;).

Dentre as caracteristicas de um substituto 6sseo ideal pode-se citar em
relacdo ao Bio-Oss: manutencdo de espaco para regeneracdo 0ssea; pré- definicao
da forma anatdbmica desejada; apoio para as membranas; orientacdo estrutural
osteocondutora para a regeneracdo de tecido 6sseo; substancia transportadora de
antibioticos, fatores de crescimento ou abordagens de terapia genética, scaffolds
para abordagens de engenharia de tecidos (FISCHER et al., 2011; KOLK et al.,
2012; NAUJOKS et al., 2011).

O Bio-Oss € um material bem documentado e bem estabelecido, tanto
isolado como associado a outros biomateriais, principalmente quando comparado ao
enxerto autégeno e comprovacao de suas propriedades. Neste contexto, Schmitt et
al. (2014) compararam o enxerto autégeno ao heterégeno (Bio-Oss) no Sinus Lift.
Este estudo foi realizado em humanos e o periodo de avaliacdo histologica
correspondeu ha seis meses. Apds este periodo, amostras 6sseas da regido foram
colhidas com broca trefina e analisadas imediatamente antes da colocacdo dos
implantes. Depois de 5 anos e 2 meses + 7 meses, verificou-se que a taxa de
sobrevida dos implantes ndo apresentou diferengas estatisticas quando comparados
os diferentes grupos. E com isso, 0os autores puderam concluir que a adicao de 0sso
autdgeno ao 0sso heterdgeno ndo apresentou nenhum efeito benéfico sobre o 0sso
neoformado e a sobrevivéncia do implante em longo prazo. Além disso, a morbidade
resultante da coleta do osso autégeno pdde ser evitada no grupo Bio-Oss.

Por outro lado, Jensen et al. (2013), em seus estudos, verificaram em mini

porcos que no Sinus Lift a associagdo de diferentes porcentagens de enxerto
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autogeno e heterdgeno (Bio-Oss) interferem no contato inicial osso-implante apdos 12
semanas de analise. Além disso, este 0sso autégeno foi obtido de diferentes locais
de modo a verificar se isto também influenciaria (intraoral - mandibula/ extraoral —
crista iliaca). Os autores concluiram que o contato osso-implante foi
significativamente maior com o0sso autégeno ou Bio-Oss misturado com 0SS0
autdgeno, em comparagdo com Bio-Oss. E este contato, em sua fase mais precoce
foi mais avancado com o uso de osso autdégeno. Além disso, ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre a origem do enxerto autégeno (intra ou extraoral).

Santis et al. (2012) e Santis et al. (2013) avaliaram a osseointegracao de
implantes em cdes apos a utilizacdo de enxerto 0sseo autdégeno e enxerto 0sseo
bovino desproteinizado (Bio-Oss) em defeitos mandibulares obtidos com a extracéo
dos molares e remocédo da parede bucal. No entanto, os primeiros verificaram a
utilizagdo de ambos os materiais em sua forma em bloco e os segundos em sua
forma particulada, todos com o uso concomitante de membranas de colageno. Os
resultados mostraram que o0s blocos 6sseos autélogos usados para aumentar a
crista 6ssea alveolar horizontal permitiram a osseointegracdo completa de implantes
instalados apdés 3 meses. Mas os blocos semelhantes de osso bovino néo
promoveram a osseointegracdo, embora os implantes instalados permanecessem
estaveis devido a integracdo O6ssea nos sitios de o0sso original, enquanto que as
particulas de osso autdogeno, bem como de 0sso bovinos usados para aumentar
horizontalmente o processo 0sseo alveolar permitiram a osseointegracdo de
implantes no mesmo periodo.

Além disso, Mladenovic et al. (2013) propuseram investigar
sistematicamente in vitro, a interface bioldgica do Bio-Oss, analisando o seu
comportamento de dissolucdo e precipitacdo, além das respostas osteogénicas.
Puderam confirmar com 0s seus resultados que este biomaterial, através das
reacoes de dissolugcédo e precipitacdo dos fluidos teciduais, favorece o processo
inicial de formacéo 6ssea na interface biologica, uma vez que a analise elementar do
meio de cultura de células demonstrou uma reducéo significativa de célcio e de
foésforo. A absorcdo de célcio sobre as particulas Bio-Oss foi confirmada com a
marcacao isotdpica radioativa. Em outras palavras, as particulas de Bio-Oss sao
capazes de absorver os ions de calcio e fosforo presentes no fluido tecidual,

favorecendo assim o processo inicial de neoformacao 6ssea.
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Galindo-Moreno et al. (2013) avaliaram a colonizacdo celular e vascular
do osso bovino inorganico (Bio-Oss) ap6s 6 meses em enxertos de elevacdo do
assoalho do seio maxilar em humanos. Sabe-se que o grau de formacao 6ssea entre
as particulas depende das propriedades de osteoconducédo do material, isto é, da
capacidade de manter o espaco destinado a neoformacdo 6ssea. A porosidade do
material deve fornecer uma base para a vascularizacdo e penetracdo de células
associadas. Os autores concluiram apds analise morfolégica e imuno-histoquimica
que apos este periodo, foram observadas colonizacdo por osteécitos e
neovascularizacédo bastante satisfatérias.

Ainda, Dashti et al. (2010), em seus estudos, avaliaram in vitro, a eficacia
antimicrobiana do cloridrato de tetraciclina (TCH) adsorvido sobre enxertos 0sseos
com Bio-Oss contra uma variedade de bactérias patogénicas. Na literatura ja esta
mais do que confirmado que o efeito local de antibiéticos pode oferecer a vantagem
de reduzir os efeitos secundarios potenciais associados com a sua administracédo
sistémica. Assim, varios niveis de TCH foram adsorvidos, por imersdo, nas
particulas de Bio-Oss, em solucfes aquosas de TCH com diferentes concentracdes.
A eficacia antimicrobiana foi testada contra duas bactérias Gram-negativas
associadas com doencas periodontais: Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis e uma bactéria Gram-positiva associada com tecido mole
e infecgBes 6sseas: Staphylococcus aureus. Todas as concentracdes testadas de
TCH adsorvida pelo Bio-Oss resultaram numa reducdo de A
actinomycetemcomitans, P. gingivalis e S. aureus, e as concentracdes mais
elevadas foram, na maioria dos testes mais eficazes na reducao ou eliminacdo do
crescimento bacteriano. Além de seu papel osteocondutor, a absorcdo de TCH pelo
Bio-Oss o torna funcional em evitar a antibioticoterapia profilatica para a prevencéao
de infec¢Bes relacionadas a implantes ou ao biomaterial.

Assim sendo, pesquisas devem ser realizadas com o objetivo de se
conseguir respostas sobre as vantagens da doxiciclina a 10%, na forma de gel, na
regeneracao 0ssea, bem como suas vantagens e limitagdes, indicacbes e acdo em
associacdo com substitutos 6sseos. Sua utilizacdo na Odontologia, especificamente
no tratamento de periodontite e peri-implantite ja estd bastante esclarecida, no
entanto, a amplificagdo desta aplicabilidade passa obrigatoriamente pelos estudos
experimentais em animais, uma vez que podem proporcionar respostas sobre sua

real acdo no reparo 0sseo. Hoje, a utilizacdo de materiais de enxerto para evitar e
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até mesmo restabelecer perdas 6sseas nos rebordos alveolares, que possibilitam a
reabilitacdo oral implanto-suportada, se tornou uma necessidade cada vez mais
evidente. Portanto, considerando que a doxiciclina apresenta caracteristicas
bastante favoraveis para a regeneracdo 0ssea, tais como inibicdo da
osteoclatogénese, antibacteriana, anti-colagenase e anti-inflamatoria, e que o Bio-
Oss, um enxerto essencialmente osteocondutor, oferece um arcabou¢o adequado
para a migracdo de células, o presente estudo se justifica, pois apesar da
diversidade de opcdes de enxertos, suas vantagens podem permanecer submersas

sobre os demais, dificultando a escolha precisa entre eles para uso clinico.
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3 OBJETIVOS

O presente trabalho objetiva investigar o efeito do gel de doxiciclina a
10% e do enxerto 6sseo bovino, associados ou ndo, na regeneracdo Ossea de
defeitos de tamanho critico na calvaria de ratos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MODELO EXPERIMENTAL

Todo protocolo experimental foi desenvolvido apds aprovacdo do Comité
de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Alfenas -
Unifal-MG (n° de registro: 555/2014 — ANEXO A).

Para a presente pesquisa foram utilizados 40 ratos (Rattus norvegicus,
albinus, Wistar), machos, com peso entre 450 e 550 gramas (Biotério da
Universidade Federal de Alfenas-MG — Unifal-MG). Os animais foram mantidos em
ambiente com temperatura entre 22 e 24°C, com ciclo de luz controlada (12 horas
claro e 12 horas escuro) e consumo de racao solida e agua ad libitum durante todo

periodo experimental.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Quarenta animais foram aleatoriamente divididos em 5 grupos, com 8
ratos em cada grupo, para serem submetidos a eutandsia em 2 periodos

experimentais (4 e 8 semanas).

4.2.1 Grupo Controle

a) CS (Coéagulo Sanguineo): a cavidade cirargica de 6 mm de diametro na

calvaria do animal nédo foi preenchida com nenhum biomaterial;

4.2.2 Grupos Experimentais
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a) NAT (Natrosol): a cavidade cirtrgica de 6 mm de didametro na calvaria
do animal foi preenchida com a base do gel, ou seja, o natrosol;

b) DOX (Doxiciclina): a cavidade cirargica de 6 mm de diametro na
calvaria do animal foi preenchida com gel de doxiciclina a 10%;

c) BO (Bio-Oss, Geistlich Pharma AG, Suica): a cavidade cirlrgica de 6
mm de didmetro na calvaria do animal foi preenchida com osso bovino
particulado;

d) BODOX (Bio-Oss associado a Doxiciclina): a cavidade cirdrgica de 6
mm de didmetro na calvaria do animal foi preenchida com gel de

doxiciclina a 10% associada ao 0sso bovino particulado.

4.3 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os animais foram anestesiados por injecdo intramuscular de xilazina
(6mg/kg) (Rompum®, Bayer S. A., Brasil) e quetamina (70mg/kg) (Dopalen®, Sespo,
Brasil). Posteriormente, a tricotomia na regido fronto-parietal da calvaria dos animais
foi realizada pela técnica de arrancamento dos pelos e a antissepsia feita com
polivinilpirrolidona-iodado (PVPI) a 10% com 1% de iodo ativo (Riodeine, Rioquimica
Ltda, Sdo José do Rio Preto, Brasil).

A seguir, com uma lamina de bisturi n® 15 (Free-Bac, P.R.C., China)
realizou-se uma incisdo em “U”, com base caudal na calvaria do rato. A incisao
atingiu o periosteo permitindo o descolamento de um retalho de espessura total em
direcao posterior.

Com broca trefina de 6mm de diametro (3i, Neodent, Brasil), acoplada
em contra-angulo (INTRAmatic® 2068 FGBN, Kavo, Brasil) e micromotor
(INTRAmatic® 181 DBN, Kavo, Brasil) e sob refrigeracdo abundante com soro
fisiolégico estéril (Linhamax®, Eurofarma, Brasil), foi preparado um defeito de
tamanho critico na calvaria do animal. O defeito incluiu uma porgéo da sutura sagital.
Marcacdes em formato de “L” também foram realizadas a 2mm anterior e a 2 mm
posterior as margens do defeito cirargico e preenchidas com ionémero de vidro
(lonébmero de Vidro para Restauracdo, S.S.White Vidrion R, Rio de Janeiro, Brasil).

O maior eixo de cada “L” localizou-se sobre uma linha imaginaria longitudinal cranio-
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caudal que dividiu o defeito cirirgico ao meio. As marcac6es foram feitas com uma
broca carbide tronco-conica (Broca Carbide Tronco Conica p/ Alta Rotagdo n° 16
702, Dentsply, Brasil) acoplada em alta rotacdo (Turbina EXTRAtorque 505, Kavo,
Brasil) sob irrigacdo continua com solucéo salina estéril. Estas marcacdes sao Uteis
para a identificacdo do centro do defeito cirdrgico original durante o processamento
laboratorial, permitindo localizar as margens 0sseas originais do defeito durante a
analise histologica (MESSORA et al., 2008). Depois de preenchidos os defeitos, com
0S respectivos materiais ou somente coagulo sanguineo, de acordo com o0s animais
de cada grupo, os tecidos moles foram reposicionados e suturados por meio de
pontos interrompidos simples com fio de seda 3-0 (Suture Needles, Technew, Rio de
Janeiro, Brasil). Vale ainda ressaltar que os animais receberam 0,5ml (ampola
30mg\2ml) de fosfato de codeina, por via intramuscular, no final do procedimento e 1

dose diéaria por 5 dias como droga analgésica (FIGURAS 3, 4 e 5).
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Figura 3 - Defeito 6sseo criado na calvaria dos animais: passos da técnica cirdrgica.

Fonte: Do autor.
Notas:(A) Tricotomia; (B) Incisdo; (C) Descolamento total do retalho; (D) Retalho descolado; (E)
Ostectomia com broca trefina; (F) Osso ostectomizado.



Figura 4 - Defeito 6sseo criado na calvaria dos animais: passos da técnica cirargica.

Fonte: Do autor.
Notas:(A, B, C e D) Confecgao das canaletas em “L” 2 mm anterior e posterior as margens do defeito;

(E e F) Preenchimento das canaletas com ionbmero de vidro; (G) Exérese do tecido 6sseo
ostectomizado; (H) Aspecto final do defeito 6sseo.




Figura 5 — Defeito 6sseo criado na calvaria dos animais: passos da técnica cirirgica.

Fonte: Do autor.

Notas:(A) Aspecto do gel de doxiciclina a 10%; (B e C) Defeito 6sseo preenchido com o
gel de doxiciclina; (D) Defeito ésseo preenchido com as particulas de Bio-Oss; (E) Defeito
Osseo preenchido com o gel de doxiciclina associada com as particulas de Bio-Oss; (F e
G) Aspecto das particulas de Bio-Oss e natrosol respectivamente; (H) Sutura.

37
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4.4 EUTANASIA

Os animais foram submetidos a eutanasia em camara de CO, em 4 e 8

semanas de pds-operatorio.

4.5 ANALISE TOMOGRAFICA E ESTATISTICA

Antes do processamento das calvarias obtidas dos animais, a avaliacao
da densidade tomografica na regido do defeito foi realizada através da Tomografia
Computadorizada Volumétrica — 3D Cone Beam (TCCB).

A aquisicdo das imagens foi realizada de forma padronizada. Para isso,
utilizou-se um tomografo de feixes conicos do tipo dedicado, modelo i-Cat Next
Generation, marca Imaging Sciences International, com poténcia de 120 kVp,
intensidade de 37 mAs, tempo de varredura de 29 segundos e resolucdo de voxel
igual a 0,25 mm.

A analise foi realizada por um Unico examinador, em esquema cego para
o tipo de tratamento realizado, depois de concluido o processo de reenderizacao
pos-processamento das imagens tomogréaficas (modo de apresentacdo MIP e filtro
HARD), utilizando o Programa i-CATVision.

Os seguintes critérios foram utilizados para padronizar a analise
tomografica:

a) Todas as calvarias foram analisadas nos 3 cortes obtidos na TCCB, ou

seja, axial, sagital e coronal, e por 3 vezes cada corte;
b) Os slices ou cortes obtidos apresentavam 2mm de espessura;
c) No corte axial, delimitou-se um quadrado com area de 36 mm? (6mm x
6mm), representado com a cor vermelha, de modo a englobar toda a
regido do defeito (FIGURA 6);

d) Nos cortes sagital e coronal, foi delimitado um retadngulo com area de
12mm? (2mmx6mm), também representado com a cor vermelha, de
modo a englobar toda a regido do defeito (FIGURA 7 e 8

respectivamente);
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e) Quatro medidas estatisticas de densidade 6ssea foram obtidas: média,
desvio padrdo, HU minimo e HU méximo, sendo a unidade de medida
utilizada o Hounsfield (HU), no entanto, na analise realizada, apenas a
média foi utilizada;

f) Em todos os cortes foram realizados dois quadrados de 1mm?
(Immx1mm). Um deles, para delimitar a densidade 6ssea média numa
regido de 0sso nativo, ou seja, de 0sso nao osteotomizado, o qual foi
representado com a cor azul, e o outro, para delimitar o fundo,
representado pela cor verde;

g) A média da densidade Ossea na regido de osso nativo (¥xDON) foi
medida em HU e considerada 100% da densidade. E a média da
densidade tomogréfica na regido do defeito cirdrgico (xDDC), também

medida em HU, foi calculada como uma porcentagem da xDON.

Figura 6 — Imagem tomografica da calvaria do animal: corte axial e areas de analise delimitadas.

Mean=1185
SD=55,6

HU min=1100
HU max=1221

Area= 1,0 mm3—
Mean=-999
on-9 n | P

HU min=-1000
HU max=-994
Area= 1,0 mme¢

Fonte: Do autor.

Notas: Quadrado vermelho - regido do defeito; quadrado azul — osso nativo; quadrado verde — fundo
da imagem.
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Figura 7 — Imagem tomogréafica da calvaria do animal: corte sagital e areas de analise
delimitadas.

Mean=902
SD=923,1
HU min=228
HU max=1237
Area= 1,0 mm2

Mean=-996
SD=4,4
HU min=-1000

HU max=-989
Area= 1,0 mm2

g
.

Fonte: Do autor.
Notas: Retangulo vermelho - regido do defeito; quadrado azul - osso nativo; quadrado verde -
fundo da imagem.

Figura 8 — Imagem tomogréfica da calvaria do animal: corte coronal e areas de analise
delimitadas.

Mean=1359
SD=254.,1

HU min=938

HU max=1534
Area= 1,0 mmZ—
Mean=-539
sSD=1,7

HU min=-1000

HU max=-996
Area= 1,0 mm2

Fonte: Do autor.
Notas: Reténgulo vermelho - regido do defeito; quadrado azul — 0sso nativo; quadrado verde —
fundo da imagem.
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Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ao
teste Tukey a 5% de significancia, quando a ANOVA sugeriu uma diferenca
significativa (p<0,05). Para isso, o programa Statgraphics versdo 7.0 (Ghaphic

Software Systems, Inc.) foi utilizado.

4.6 PROCESSAMENTO DAS CALVARIAS

As pecas foram fixadas em formol neutro a 10% (Formol Estabilizado sol.
10%, Sciavicco Comércio e Industria Ltda, Sabara, Minas Gerais, Brasil), lavadas em
agua corrente e descalcificadas em solucdo de &cido etilenodiaminotetracético
(E.D.T.A.) a 18% (Ludwig Biotecnologia Ltda, Alvorada, Rio Grande do Sul, Brasil).
Apos descalcificacdo inicial, cada peca foi dividida longitudinalmente em dois blocos,
exatamente ao longo do centro do defeito cirdrgico original, usando-se 0s maiores
eixos de cada marcacdo de iondmero de vidro com formato de “L” como referéncia.
Foram realizados também cortes transversais que tangenciaram o menor eixo de
ambas as marcagdes em “L”, de modo que cada espécime apresentasse 10 mm de
extensdo no sentido longitudinal (FIGURA 9). Assim, tornou-se possivel a
determinacao precisa dos limites do defeito cirdrgico original. Apés um periodo de
descalcificacdo adicional, as pecas foram processadas e incluidas em parafina.
Foram entdo realizados cortes seriados no sentido longitudinal da peca com seis
micrometros de espessura, iniciados a partir do centro do defeito cirargico original,
os quais foram corados pela técnica da Hematoxilina e Eosina (HE), para analise

com microscopia de luz.
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Figura 9 - Processamento laboratorial padronizado de reduc¢éo das pecas.

Y Y
» - 2mrﬁ'!3 2mm |
6mm L | 6mm
] X 2mm! 2mm {
1 1 ‘ c
A B

Fonte: Adaptado de Messora et al. (2008).
Notas: (A) Corte longitudinal ao longo da linha central (Y) do defeito de tamanho critico. (B) Cortes
transversais (X). (C) Dimensfes do espécime a ser embebido em parafina.

4.7 ANALISE HISTOMORFOMETRICA E ESTATISTICA

As andlises histologicas e histométricas foram realizadas por um Unico
examinador, em esquema cego para o tipo de tratamento realizado.

As imagens dos cortes histolégicos foram capturadas por meio de uma
camera digital (Axiocam MRc 1.4 Mb - Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha) acoplada a
um microscépio Optico binocular (Axio Lab - Carl Zeiss, Goéttingen, Alemanha) com
um aumento original de 10X e 40X (lente objetiva N - Achroplan) e salvas em um
computador.

Os cortes histoloégicos foram avaliados morfologicamente de forma
descritiva, qualitativamente em microscopia Otica, observando 0s seguintes
aspectos:

a) Qualidade e intensidade da reacéo inflamatoria desenvolvida;

b) Presenca de fibroblastos e fibras colagenas;

c) Presenca de tecido de granulacéo e formacao de trabéculas 0sseas;

d) Tipo e qualidade do tecido formado no interior do defeito cirargico.
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A anédlise histomorfométrica foi realizada com o auxilio de um software
“AxioVision Rel. 4.8”. Os seguintes critérios, baseados nos trabalhos de Melo et al.
(2005) e Messora et al. (2008), foram utilizados para padronizar a analise
histomorfométrica das imagens digitalizadas:

a) A éarea total (AT) a ser analisada correspondia a toda a &rea do defeito
cirdrgico original, sendo que a mesma foi determinada primeiramente
pela identificacdo das superficies externa e interna da calvaria original
nas margens direita e esquerda do defeito cirirgico e, em seguida,
ligando-os com linhas desenhadas seguindo as suas respectivas
curvaturas. Considerando o comprimento total dos espécimes
histolégicos foi medido 2 mm da margem direita e esquerda em direcéo
ao centro, a fim de determinar as margens do defeito cirdrgico original.
A é&rea de osso neoformado (AON) foi delineada dentro dos limites da
area total,

b) A AT foi medida em pm? e considerada 100% da area a ser analisada.
A AON foi também medida em pm? e calculada como uma
porcentagem da AT (FIGURA 10).

Figura 10 — Area de neoformac&o 6ssea (AON) delimitada em azul dentro dos limites da éarea total
(AT).

AT=(a+bh).c AON = AT. (d+e)
100

Fonte: Do autor.

Os dados percentuais obtidos de cada animal foram transformados em
sua raiz quadrada. A significancia das diferencas entre os grupos e os periodos
foram determinados pela analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey
a 5% de significancia quando a ANOVA sugeriu uma diferenca significativa (p<0,05).
Para isso, 0 programa Statgraphics verséo 7.0 (Ghaphic Software Systems, Inc.) foi

utilizado.
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5 RESULTADOS

Todos o0s animais toleraram bem ao procedimento cirdrgico e se

mantiveram saudaveis durante todo o periodo experimental.

5.1 ANALISE TOMOGRAFICA E ESTATISTICA

As figuras 11 e 12 representam as calvarias dos diferentes grupos
experimentais com 2 e 15 mm de espessura respectivamente, nos periodos de 4 e 8
semanas pos-operatérias. E os resultados encontram-se expostos nas tabelas 1 a 9
e nas figuras 13 a 15.

Foram calculadas as médias percentuais da densidade tomografica para
todos os grupos e periodos.

A porcentagem de densidade de cada espécime segundo 0S grupos,
periodos experimentais e cortes tomogréficos sdo apresentadas no final do presente
trabalho (APENDICE A), onde se pode observar que os espécimes com maior
porcentagem de densidade pertencem aos grupos BO e BODOX de 8 semanas.

A tabela 3 e figura 13 mostram que a densidade tomografica na regiao do
defeito foi maior no grupo BO (47,8183%), seguido pelos grupos BODOX
(46,5909%), DOX (41,3580%), NAT (31,3870%) e CS (31,0045%) respectivamente.
Apoés a submissdo destes dados a ANOVA, foi observada diferenca estatistica entre
os dados (0=0,000) (TABELA 1). Assim sendo, o teste de Tukey a 5% de
significancia foi aplicado. Diferenga estatistica significante foi verificada entre os
grupos BO (47,8183%), BODOX (46,5909%) e DOX (41,3580%) em relacdo aos
grupos NAT (31,3870%) e CS (31,0045%). Porém, entre os grupos BO (47,8183%) e
BODOX (46,5909%); BODOX (46,5909%) e DOX (41,3580%); e, NAT (31,3870%) e
CS (31,0045%) nao foram apontados diferencas estatisticas significantes.

E ao verificarmos as médias percentuais da densidade tomografica em
relacdo aos periodos experimentais, observa-se que a maior média percentual de

densidade no periodo de 4 semanas esteve relacionada ao grupo BO (44,6884%),
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enquanto no de 8 semanas, aos grupos BO e BODOX (50,9481% e 55,4291%
respectivamente) (TABELA 5). A andlise de variancia (ANOVA) destes dados
mostrou diferenca estatistica (a=0,000) (TABELA 4). Foi entéo realizado o teste de
Tukey a 5% de significancia (TABELA 6).

No periodo experimental de 4 semanas, humericamente a maior média
percentual de densidade foi notada no grupo BO (44,6884%). Os resultados
mostraram neste periodo, diferencas estatisticas na densidade somente entre os
grupos BO em relacao aos grupos NAT (29,6752%) e CS (29,5768?%)).

Por outro lado, no periodo experimental de 8 semanas, o grupo BODOX
(55,4291%) apresentou a maior média percentual de densidade, sendo esta
significativamente maior que a média de densidade observada nos grupos DOX,
NAT e CS (44,3657%, 33,0988% e 32,4323% respectivamente). Os grupos BO e
DOX (50,9481% e 44,3657% respectivamente) também apresentaram maior média
de densidade tomogréfica, estatisticamente significante, que os grupos NAT e CS
(33,0988% e 32,4323% respectivamente). Além disso, os grupos BODOX e BO
(55,4291% e 50,9481% respectivamente) se apresentaram estatisticamente
semelhantes, bem como BO e DOX (50,9481% e 44,3657% respectivamente); e,
NAT e CS (33,0988% e 32,4323% respectivamente) (TABELA 6 e FIGURA 14).

Esses dados, comparando os diferentes periodos entre si, apontaram
diferencas estatisticas tanto nos periodos mais precoces (4 semanas) quanto nos
periodos mais tardios (8 semanas) e com modificacfes interessantes entre eles.
Além disso, quando comparado o0 mesmo grupo em periodos diferentes (4 e 8
semanas), diferencas estatisticas sdo notadas apenas em BODOX (37,7528% e
55,4291% respectivamente). Nos grupos BO, DOX, NAT e CS (44,6884% e
50,9481%; 38,3504% e 44,3657%; 29,6752% e 33,0988%; 29,5768 e 32,4323%
respectivamente) diferencas estatisticas ndo foram apresentadas.

A densidade dos cortes tomograficos também foi avaliada. A tabela 9
representa as médias dos cortes segundo 0S grupos experimentais, sendo que 0s
maiores valores de densidade foram observados nos cortes axiais de todos os
grupos. Nesta mesma tabela, é possivel observar que o maior valor de densidade
pertence ao corte axial do grupo BODOX (61,0470%), seguido pelos grupos BO,
DOX, NAT e CS (60,0929%, 57,1494%, 49,8626% e 44,2675% respectivamente).
Nos cortes sagital e coronal o grupo BO apresentou os maiores valores de
densidade (44,6816% e 38,6803% respectivamente), seguido pelos grupos BODOX,
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DOX, CS e NAT (41,7018% e 33,2470%; 25,9817% e 19,5831%; 37,0239% e
33,6777; 19,5831% e 22,7644% respectivamente).

Esses dados foram submetidos a ANOVA e apresentaram valor menor
que 0,05 (TABELA 7). O teste de Tukey (p<0,05) foi entdo aplicado e diferencas
estatisticas foram identificadas. No corte axial, entre os grupos BODOX, BO e DOX
(61,0470%, 60,0929% e 57,1494% respectivamente) em relacdo aos grupos NAT e
CS (49,8626% e 44,2675% respectivamente); no corte sagital, entre 0os grupos
BODOX, BO e DOX (41,7018%, 44,6816% e 33,2470% respectivamente) em
relacdo aos grupos NAT e CS (24,7155% e 25,9817% respectivamente), e entre os
grupos BODOX e BO (41,7018% e 44,6816% respectivamente) em relagcdo ao grupo
DOX (33,2470%); e no corte coronal, os grupos BODOX, BO e DOX (37,0239%,
38,6803% e 33,6777% respectivamente) apresentaram densidade estatisticamente
maior que os grupos NAT e CS (19,5831% e 22,7644% respectivamente). Mas,
pode-se também observar que ndo apresentou diferencas estatisticas, no corte
axial, os grupos BODOX, BO e DOX (61,0470%, 60,0929% e 57,1494%
respectivamente), assim como NAT e CS (49,8626% e 44,2675% respectivamente);
no corte sagital, entre os grupos BODOX e BO (41,7018% e 44,6816%
respectivamente) e entre os grupos NAT e CS (24,7155% e 25,9817%
respectivamente); e no corte coronal, entre os grupos BODOX, BO e DOX
(37,0239%, 38,6803% e 33,6777% respectivamente) e entre NAT e CS (19,5831% e
22,7644% respectivamente) (TABELA 8 e FIGURA 15).



Figura 11 — Imagem tomogréfica do defeito 6sseo: Corte axial de 2mm de espessura.

Fonte: Do autor.

Notas: (A e F) CS de 4 e 8 semanas respectivamente; (B e G) NAT de 4 e 8 semanas
respectivamente; (C e H) DOX de 4 e 8 semanas respectivamente; (D e l) BOde 4 e
8 semanas respectivamente; ( E e J) BODOX de 4 e 8 semanas respectivamente.
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Figura 12 — Imagem tomogréfica do defeito 6sseo: Corte axial de 15mm de espessura.

Fonte: Do autor.

Notas: (A e F) CS de 4 e 8 semanas respectivamente; (B e G) NAT de 4 e 8 semanas
respectivamente; (C e H) DOX de 4 e 8 semanas respectivamente; (D e I) BO de 4
e 8 semanas respectivamente; ( E e J) BODOX de 4 e 8 semanas
respectivamente.
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Tabela 1 — Analise de variancia (ANOVA) das xDDC segundo 0s grupos experimentais.

Causas da variacao G.L. S.Q. Q.M. Valor de f a
Histometria X Grupos 4 18779,9530 4694,9883 29,0790 0.0000
Residuo 355  57316,9353 161,45615

Total corrigido 359 76096,8880

Fonte: Do autor.
Notas: *G.L.: graus de liberdade *S.Q.: soma dos quadrados *Q.M.: média dos quadrados.

Tabela 2 - Médias percentuais e erro padrdo das xDDC segundo 0s grupos experimentais.

Nivel N xDDC Erro padréo
Grande Média 360 39,6318 0,6696
Grupos

CS 72 31,0046 1,4974
NAT 72 31,3870 1,4974
DOX 72 41,3580 1,4974
BO 72 47,8183 1,4974
BODOX 72 46,5909 1,4974

Fonte: Do autor.
Notas: *CS: Grupo Coagulo Sanguineo; *NAT: Grupo Natrosol; * DOX: Grupo Doxiciclina; *BO: Grupo
Bio-Oss; * BODOX: Grupo Bio-Oss associado ao gel de Doxiciclina.

Tabela 3 - Teste Tukey a 5% de significancia das xDDC segundo 0s grupos experimentais.

Grupos N xDDC Homogeneidade
CS 72 31,0046 A

NAT 72 31,3870 A

DOX 72 41,3580 B

BO 72 47,8183 C
BODOX 72 46,5909 BC

Fonte: Do autor.

Notas: Letras diferentes denotam diferencas estatisticas. *CS: Grupo Coagulo Sanguineo; *NAT:
Grupo Natrosol; * DOX: Grupo Doxiciclina; *BO: Grupo Bio-Oss; * BODOX: Grupo Bio-Oss associado
ao gel de Doxiciclina.



Tabela 4 — Analise de variancia (ANOVA) das xDDC segundo os periodos experimentais.
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Causas da variacao G.L. S.Q. Q.M. Valor de f A
Histometria X Periodos 9 26118,4240 2902,0471 20,3230 0,0000
Residuo 350 49978,4640 142,7956
Total corrigido 359 76096,8880
Fonte: Do autor.
Notas: *G.L.: graus de liberdade *S.Q.: soma dos quadrados *Q.M.: média dos quadrados.
Tabela 5 - Médias percentuais e erro padrao das xDDC segundo os periodos experimentais.
Periodos N xDDC Erro padréo
Grande media 360 39,6318 0,6298
Periodos
CS 4sem. 72 29,5768 1,9916
CS 8sem. 72 32,4323 1,9916
NAT 4sem. 72 29,6752 1,9916
NAT 8sem. 72 33,0988 1,9916
DOX 4sem. 72 38,3504 1,9916
DOX 8sem. 72 44,3657 1,9916
BO 4sem. 72 44,6884 1,9916
BO 8sem. 72 50,9481 1,9916
BODOX 4sem. 72 37,7528 1,9916
BODOX 8sem. 72 55,4291 1,9916

Fonte: Do autor.

Notas: *CS: Grupo Coagulo Sanguineo; *NAT: Grupo Natrosol; * DOX: Grupo Doxiciclina; *BO: Grupo

Bio-Oss; * BODOX: Grupo Bio-Oss associado ao gel de Doxiciclina.
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Tabela 6 — Teste Tukey a 5% de significAncia das xDDC segundo os periodos experimentais.

Periodos N xDDC Homogeneidade
CS 4sem. 72 29,5768 A
CS 8sem. 72 32,4323 A
NAT 4sem. 72 29,6752 A
NAT 8sem. 72 33,0988 A
DOX 4sem. 72 38,3504 AB
DOX 8sem. 72 44,3657 BC
BO 4sem. 72 44,6884 BC
BO 8sem. 72 50,9481 CD
BODOX 4sem. 72 37,7528 AB
BODOX 8sem. 72 55,4291 D

Fonte: Do autor.

Notas: Letras diferentes denotam diferengas estatisticas. *CS: Grupo Coagulo Sanguineo; *NAT:
Grupo Natrosol; * DOX: Grupo Doxiciclina; *BO: Grupo Bio-Oss; * BODOX: Grupo Bio-Oss associado
ao gel de Doxiciclina.

Tabela 7 — Andlise de varidncia (ANOVA) das ¥xDDC dos cortes tomograficos segundo os grupos
experimentais.

Causas da variacao G.L. S.Q. Q.M. Valor de f a
Histometria X Periodos 14 60462,7000 4318,7643 95,3020 0,0000
Residuo 345 15634,1880 45,31640

Total corrigido 359 76096,8880

Fonte: Do autor.
Notas: *G.L.: graus de liberdade *S.Q.: soma dos quadrados *Q.M.: média dos quadrados.
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Tabela 8 — Teste Tukey a 5% de significancia das xDDC dos cortes tomograficos segundo 0s grupos
experimentais.

Cortes tomograficos Grupos N xDDC Homogeneidade
CAXx CS 24 44,2675 DE
CSa CSs 24 25,9817 A
CCo CSs 24 22,7644 A
CAXx NAT 24 49,8626 E
CSa NAT 24 24,7155 A
CCo NAT 24 19,5831 A
CAX DOX 24 57,1494 F
CSa DOX 24 33,2470 B
CCo DOX 24 33,6777 B
CAX BO 24 60,0929 F
CSa BO 24 44,6816 DE
CCo BO 24 38,6803 BCD
CAXx BODOX 24 61,0470 F
CSa BODOX 24 41,7018 CD
CCo BODOX 24 37,0239 BC

Fonte: Do autor

Notas: Letras diferentes denotam diferencas estatisticas.*CAXx: corte axial; *CSa: corte sagital; *CCo:
corte coronal; *CS: Grupo Co4gulo Sanguineo; *NAT: Grupo Natrosol; * DOX: Grupo Doxiciclina; *BO:
Grupo Bio-Oss; * BODOX: Grupo Bio-Oss associado ao gel de Doxiciclina.
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Tabela 9 - Médias percentuais e erro padrdo das xDDC dos cortes tomograficos segundo os grupos
experimentais.

Cortes tomograficos Grupos N xDDC Erro padréo
Grande média 360 39,6318 0,3547
CAX CSs 24 44,2675 1,3741
CSa CSs 24 25,9817 1,3741
CCo CSs 24 22,7644 1,3741
CAXx NAT 24 49,8626 1,3741
CSa NAT 24 24,7155 1,3741
CCo NAT 24 19,5831 1,3741
CAX DOX 24 57,1494 1,3741
CSa DOX 24 33,2470 1,3741
CCo DOX 24 33,6777 1,3741
CAX BO 24 60,0929 1,3741
CSa BO 24 44,6816 1,3741
CCo BO 24 38,6803 1,3741
CAXx BODOX 24 61,0470 1,3741
CSa BODOX 24 41,7018 1,3741
CCo BODOX 24 37,0239 1,3741

Fonte: Do autor.
Notas: *CAXx: corte axial; *CSa: corte sagital; *CCo: corte coronal; *CS: Grupo Coagulo Sanguineo;
*NAT: Grupo Natrosol; * DOX: Grupo Doxiciclina; *BO: Grupo Bio-Oss; * BODOX: Grupo Bio-Oss

associado

ao

gel

de

Doxiciclina.
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Figura 13 - Gréfico de colunas das xDDC segundo 0s grupos experimentais.

50 ~
45 -
40 -
35 ~
30 A
25 ~
20 ~
15 ~
10 -

Densidade Tomografica (%)

Cs NAT DOX BO BODOX

Grupos Experimentais
Fonte: Do autor

Figura 14 - Gréfico de colunas das ¥DDC segundo os periodos experimentais.
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Figura 15 - Grafico de colunas das xDDC dos cortes tomograficos segundo 0s grupos
experimentais.
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5.2 ANALISE HISTOLOGICA QUALITATIVA: 4 SEMANAS

5.2.1 Grupo CS

Observou-se em todos 0s espécimes a presenca de discreto tecido 6sseo
imaturo restrito as margens do defeito cirtrgico. O padrdo de neoformacdo éssea
progrediu de maneira centripeta, ou seja, das margens do defeito para o seu centro.
Foi predominante a presenca de tecido conjuntivo com um grande numero de
fibroblastos e poucas fibras colagenas, o qual apresentou espessura drasticamente
menor que a da calvaria original. Infiltrado inflamatdrio foi observado em alguns
pontos. Nenhum dos espécimes apresentou fechamento completo do defeito
cirtrgico (FIGURA 16 e 26).

5.2.2 Grupo NAT

Apesar do padrdo de neoformacdo Ossea se apresentar de maneira
bastante semelhante ao do grupo CS, foi observada neoformacdo O&ssea
ligeiramente maior. O tecido conjuntivo apresentou-se desenvolvido, com maior
evidéncia de fibras e em alguns pontos observou-se a presenca de infiltrado
inflamatorio. A espessura do tecido de preenchimento se mostrou menor que a
espessura da calvaria. Nenhum espécime apresentou fechamento completo do
defeito (FIGURA 18 e 26).

5.2.3 Grupo DOX

O padrédo de neoformacgdo Ossea apresentou-se semelhante aos grupos
CS e NAT, ou seja, de maneira centripeta. No entanto, apesar de nenhum espécime

apresentar fechamento completo do defeito, a formacdo Ossea, embora ainda
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proxima as margens, foi maior e tendeu a acompanhar a espessura da calvéria
original, além de algumas trabéculas 6sseas isoladas terem sido observadas ao
longo do defeito. O tecido conjuntivo mostrou-se com fibras colagenas bem

organizadas e poucos fibroblastos. (FIGURA 20 e 26).

5.2.4 Grupo BO

Osso neoformado bem desenvolvido se apresentou restrito as margens
do defeito. A espessura da calvaria foi mantida, uma vez que as particulas de Bio-
Oss® estavam distribuidas por todo o defeito. Foi observado em alguns pontos
tecido conjuntivo rico em fibroblastos, frouxo e desorganizado, e em outros,
caracteristicas de maturidade, bem organizado com presenca de matriz ostedide e
osteoblastos. A maioria das particulas apresentava-se fissurada e com invaginacao
de tecido conjuntivo. Pontos esparsos de infiltrado inflamatério também estavam
presentes. Nenhum espécime apresentou fechamento completo do defeito (FIGURA
22 e 26).

5.2.5 Grupo BODOX

Neoformacdo Ossea bem desenvolvida foi observada em todos os
espécimes. A espessura do novo 0sso e do tecido conjuntivo tendeu a acompanhar
a espessura da calvaria original. As particulas de Bio-Oss encontravam-se
distribuidas ao longo do defeito, porém em menor quantidade que o grupo BO do
mesmo periodo. Elas estavam circundadas por tecido conjuntivo maduro e muitas
fibras colagenas, associados a grande quantidade de matriz ostedide. O aspecto
fissurado das particulas e presenca de centros escavados ao redor das mesmas
com invaginacdo de tecido conjuntivo foi percebido em varias regides. Nenhum

espécime apresentou fechamento completo do defeito (FIGURA 24 e 26).
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5.3 AVALIACAO HISTOLOGICA QUALITATIVA: 8 SEMANAS

5.3.1 Grupo CS

A neoformacgéo 6ssea permaneceu restrita as margens do defeito, porém,
em maior quantidade. Quanto ao tecido conjuntivo presente ao longo do defeito,
apresentou-se com maior numero de fibras colagenas e menor nuamero de
fibroblastos quando comparado a este mesmo grupo no periodo de 4 semanas, mas
sua espessura permaneceu bem menor que a espessura da calvaria original.
Nenhum dos espécimes apresentou fechamento completo do defeito cirdrgico
(FIGURA 17 e 27).

5.3.2 Grupo NAT

Proximo as margens do defeito foi observado neoformacdo dssea. O
tecido 6sseo neoformado também apresentou caracteristicas de imaturidade, uma
vez que 0s ostedcitos apresentavam-se dispostos aleatoriamente, sem nenhum
padrdo de organizacdo. Além disso, a matriz 6ssea € heterogénea e aparece
manchada com estrias basofilas delgadas. Tecido conjuntivo denso, organizado,
com numerosas fibras coldgenas apresentava-se distribuidas paralelamente ao
longo do defeito e com espessura ligeiramente menor que o da calvéria original. O
fechamento completo do defeito ndo foi observado em nenhum espécime (FIGURA
19 e 27).

5.3.3 Grupo DOX

Os espécimes apresentaram neoformacdo 0ssea que se estendeu além
dos limites das margens do defeito. Além disso, este tecido apresentou-se bastante

maduro, com organizacdo dos ostedcitos, 0s quais ocupavam camadas bastante
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distintas. O tecido conjuntivo que preenchia a pequena area em que 0 0SSO ainda
nao havia se formado, apresentava-se denso e organizado, repleto de fibras
colagenas e pouquissimos fibroblastos. Além disso, ambos os tecidos, 0sseo e
conjuntivo, tendiam a manter a espessura da calvaria original. A progressdo de
neoformacdo Ossea propiciou 0 quase fechamento do defeito cirirgico na maioria
dos espécimes (FIGURA 21 e 27)

5.3.4 Grupo BO

Apesar de a maior neoformacéo éssea localizar-se proximo as margens,
de ambos os lados do defeito, e estendendo-se em dire¢do ao seu centro, em Varios
pontos foram observadas trabéculas ésseas isoladas. As particulas de Bio-Oss
apresentaram invaginacdo de tecido conjuntivo em seus centros escavados e
fissuras, assim como no periodo correspondente as 4 semanas, no entanto, o tecido
conjuntivo apresentou-se mais denso, organizado e com presenca de matriz
ostedide. A neoformacao Ossea também se apresentou em maior quantidade, ao
redor, no interior das particulas e préximo as margens. Houve uma tendéncia de
manutencdo da espessura da calvaria tanto no osso neoformado como no tecido
conjuntivo circunvizinho. Mas nenhum espécime apresentou fechamento completo
do defeito cirdrgico original (FIGURA 23 e 27).

5.3.5 Grupo BODOX

O novo osso foi depositado das margens do defeito em dire¢cédo ao seu
centro, assim como todos os demais grupos e periodos. Todos 0s espécimes
mantiveram a espessura da calvaria original no tecido 0sseo neoformado e tecido
conjuntivo. As particulas de Bio-Oss encontraram-se dispersas ao longo do defeito,
sendo encontradas em menor nimero e tamanho quando comparadas ao grupo BO
no mesmo periodo e ao grupo BODOX no periodo de 4 semanas. As particulas

remanescentes apresentavam-se fissuradas e circundadas por centros escavados
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com tecido conjuntivo bem organizado e matriz ostedide em abundancia. Em
diversos pontos do defeito ja havia auséncia das particulas de Bio-Oss que deram
lugar a formacdes Osseas isoladas. Nenhum espécime apresentou fechamento
completo do defeito 6sseo (FIGURA 25 e 27).
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Figura 26 - Visdo panoramica do defeito 6sseo no periodo experimental de 4 semanas.

Fonte: Do autor.
Notas: *(A) Grupo CS, (B) NAT, (C) DOX, (D) BO e (E) BODOX.
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Figura 27 - Visdo panoramica do defeito 6sseo no periodo experimental de 8 semanas.

Fonte: Do autor.
Notas: *(A) Grupo CS, (B) NAT, (C) DOX, (D) BO e (E) BODOX.
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5.4 ANALISE HISTOMETRICA E ESTATISTICA

Foram calculadas as médias percentuais para todos 0s grupos e
periodos.

A porcentagem de formacdo Ossea de cada espécime segundo o0s
periodos experimentais sdo apresentadas no final do presente trabalho (APENDICE
B), bem como suas respectivas ATs e AONs, onde se pode observar que 0s
espécimes com maior neoformacédo 6ssea pertencem ao grupo DOX e BODOX de 8
semanas.

Ao verificarmos as médias percentuais da histometria da AON em relacéo
aos periodos experimentais, observa-se que a maior média percentual de formacao
O0ssea no periodo de 4 semanas foi observada no grupo BODOX (38,2689%),
enquanto no de 8 semanas, no grupo DOX ( 61,1090%) (TABELA 12).

Apéds a submisséo das raizes quadradas das médias percentuais da AON
dos diferentes grupos experimentais a analise de variancia (ANOVA), foi observada
diferenga estatistica entre os dados (a=0,0192) (TABELA10). Assim sendo, o teste
Tukey a 5% de significancia foi aplicado. Pode-se observar na tabela 11 que a
formacao éssea foi maior no grupo DOX (38,7875%), seguido pelos grupos BODOX
(33,1345%), BO (23,8915%), NAT (22,5271%) e CS (14,1250%) respectivamente.

Ainda considerando os grupos experimentais, foi observada diferenca
estatistica significante (p<0,05) na média percentual de neoformacdo 6ssea do
grupo DOX (38,7875%) e BODOX (33,1345%) em relagcdo ao grupo CS (14,1250%).
Porém, entre os grupos DOX (38,7875%), BODOX (33,1345%), BO (23,8915%) e
NAT (22,5271%) nao foram apontados diferencas estatisticas significantes (p>0,05),
apesar dos grupos DOX e BODOX apresentarem as maiores médias percentuais de
neoformacgéo 6ssea. Semelhantemente, os grupos BO (23,8915%), NAT (22,5271%)
e CS (14,1250%) também néo apresentaram diferencas estatisticas (TABELA 11 e
FIGURA 28).

Levando-se em consideragdo 0s periodos experimentais, a analise de
variancia (ANOVA) mostrou diferenga estatistica entre os dados (a=0,000) (TABELA
13). Foi entdo realizado o teste Tukey a 5% de significancia, (TABELA 14).

No periodo experimental de 4 semanas, numericamente a maior média
percentual de novo osso foi hotada no grupo BODOX (28,0001%). Os resultados ja

mostraram neste periodo, diferencas estatisticas na neoformacdo entre o grupo
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DOX (16,4661%) em relagdo ao CS (5,1351%), além do BODOX (28,0001%) em
relacdo ao NAT e CS (10,4497% e 5,1351% respectivamente). Enquanto DOX, BO e
BODOX (16,4661%, 15,2869% e 28,0001% respectivamente); e, DOX, BO e NAT
(16,4661%,  15,2869%, 10,4497%  respectivamente) se  apresentaram
estatisticamente semelhantes.

Por outro lado, no periodo experimental de 8 semanas, o grupo DOX
(61,1090%) apresentou a maior média percentual de novo 0sso, sendo esta
significativamente maior que a média de formacéo 6ssea observada nos grupos BO,
NAT e CS (32,4961%, 34,6146% e 23,1149% respectivamente). Além disso, 0s
grupos DOX e BODOX (61,1090% e 38,2689% respectivamente) se apresentaram
estatisticamente semelhantes, bem como BO, NAT e CS (32,4961%, 34,6146% e
23,1149% respectivamente) (TABELA 15 e FIGURA 29).

Esses dados, comparando os diferentes periodos entre si, apontaram
diferencas estatisticas tanto nos periodos mais precoces (4 semanas) quanto nos
periodos mais tardios (8 semanas), e com modificacfes interessantes entre eles.
Além disso, quando comparado o mesmo grupo em periodos diferentes (4 e 8
semanas), diferencas estatisticas sdo notadas em DOX (16,4661% e 61,1090%
respectivamente), NAT (10,4497% e 34,6146% respectivamente) e CS (5,1351% e
23,1149% respectivamente); no entanto, nos grupos BO e BODOX (16,4661%,
32,4961% e 28,0001%, 38,2689% respectivamente) diferencas estatisticas néo

foram apresentadas.

Tabela 10 — Andlise de variancia (ANOVA) para as raizes quadradas das médias percentuais da AON
segundo 0s grupos experimentais.

Causas da variacao G.L. S.Q. Q.M. Valor de f a
Histometria X Grupos 4 30,7402 7,6850 3,3880 0,0192
Residuo 35 79,3918 2,2683

Total corrigido 9 110,1320

Fonte: Do autor.
Notas: *G.L.: graus de liberdade *S.Q.: soma dos quadrados *Q.M.: média dos quadrados.



75

Tabela 11 - Teste Tukey a 5% de significancia para as raizes quadradas das médias percentuais da
AON segundo 0s grupos experimentais.

Grupos N VMédia percentual da AON Homogeneidade
CS 8 3,4861 A

NAT 8 4,4596 AB

DOX 8 5,8962 B

BO 8 4,7076 AB
BODOX 8 5,7225 B

Fonte: Do autor.

Notas: Letras diferentes denotam diferengas estatisticas. *CS: Grupo Coagulo Sanguineo; *NAT:
Grupo Natrosol; * DOX: Grupo Doxiciclina; *BO: Grupo Bio-Oss; * BODOX: Grupo Bio-Oss associado

ao gel de Doxiciclina.

Tabela 12 - Médias percentuais e erro padrdo dos dados da histometria de AON segundo 0s grupos

experimentais.

Nivel N Média Erro padrao
Grande Média 40 26,4931 1,3273
Grupos

CS 8 14,1250 5,5796
NAT 8 22,5271 5,5796
DOX 8 38,7875 5,5796
BO 8 23,8915 5,5796
BODOX 8 33,1345 5,5796

Fonte: Do autor.

Notas: *CS: Grupo Coagulo Sanguineo; *NAT: Grupo Natrosol; * DOX: Grupo Doxiciclina; *BO: Grupo

Bio-Oss; * BODOX: Grupo Bio-Oss associado ao gel de Doxiciclina.

Tabela 13 — Andlise de variancia (ANOVA) para as raizes quadradas das médias percentuais da AON
segundo os periodos experimentais.

Causas da variacao G.L. S.Q. Q.M. Valor de f a
Histometria X Periodos 9 93,9877 10,4430 19,4060 0,0000
Residuo 30 16,1443 0,5381

Total corrigido 39 110,1320

Fonte: Do autor.

Notas: *G.L.: graus de liberdade *S.Q.: soma dos quadrados *Q.M.: média dos quadrados.
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Tabela 14 — Teste Tukey a 5% de significancia para as raizes quadradas das médias percentuais da
AON segundo os periodos experimentais.

Periodos N VMédia percentual da AON Homogeneidade
CS 4sem. 4 2,2559 A
CS 8sem. 4 4,7364 BCD
NAT 4sem. 4 3,0618 AB
NAT 8sem. 4 5,8675 D
DOX 4sem. 4 4,0433 BC
DOX 8sem. 4 7,7492 E
BO 4sem. 4 3,9075 ABC
BO 8sem. 4 5,6676 CD
BODOX 4sem. 4 5,2688 CD
BODOX 8sem. 4 6,1762 DE

Fonte: Do autor

Notas: Letras diferentes denotam diferengas estatisticas. *CS: Grupo Coagulo Sanguineo; *NAT:
Grupo Natrosol; * DOX: Grupo Doxiciclina; *BO: Grupo Bio-Oss; * BODOX: Grupo Bio-Oss associado
ao gel de Doxiciclina.

Tabela 15 - Médias percentuais e erro padrao dos dados da histometria da AON segundo os periodos
experimentais.

Periodos N Média Erro padrao
Grande Média 40 26.4941 1.3273
Periodos

CS 4sem. 4 5,1351 4,1974
CS 8sem. 4 23,1149 4,1974
NAT 4sem. 4 10,4497 4,1974
NAT 8sem. 4 34,6146 4,1974
DOX 4sem. 4 16,4661 4,1974
DOX 8sem. 4 61,1090 4,1974
BO 4sem. 4 15,2869 4,1974
BO 8sem. 4 32,4961 4,1974
BODOX 4sem. 4 28,0001 4,1974
BODOX 8sem. 4 38,2689 4,1974

Fonte: Do autor.
Notas: *CS: Grupo Coagulo Sanguineo; *NAT: Grupo Natrosol; * DOX: Grupo Doxiciclina; *BO: Grupo
Bio-Oss; * BODOX: Grupo Bio-Oss associado ao gel de Doxiciclina.
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Figura 28 - Gréfico de colunas das médias percentuais da AON segundo 0s grupos experimentais.
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Figura 29 - Grafico de colunas das médias percentuais da AON segundo os periodos experimentais.
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6 DISCUSSAO

Durante as Ultimas décadas, a reabilitacdo oral com préteses implanto-
suportadas tornou-se uma das principais opc¢des de tratamento em substituicdo de
dentes perdidos. No entanto, para lidar com as limitacbes anatbmicas, varios
procedimentos coadjuvantes para o aumento do osso alveolar atrofico, antes da
colocacao do implante, tém sido essenciais. Estes procedimentos incluem enxertos
autogenos, técnicas de elevacdo do assoalho do seio maxilar, regeneracao éssea
guiada e preservacdo do rebordo alveolar. Mas, apesar do grande numero de
substitutos 6sseos disponiveis, todos apresentam vantagens e desvantagens,
explicando o grande numero de pesquisas que buscam novos biomateriais para esta
finalidade (YIP et al., 2014).

Contudo, a fim de determinar se um material recentemente desenvolvido
estd de acordo com os requisitos da biocompatibilidade, estabilidade, seguranca e
previsibilidade os mesmos devem ser submetidos a testes rigorosos, tanto in vitro
como in vivo. E resultados de estudos in vitro podem ser dificeis de extrapolar para a
situacdo in vivo. Por esta razdo, a utilizacdo de modelos animais é, ainda, muitas
vezes um passo essencial que precede o uso clinico em seres humanos (GARDEL
et al., 2014; HOLLINGER; KLEINSCHMIDT, 1990).

E como descrito anteriormente, este trabalho objetivou avaliar
basicamente o efeito do gel de doxiciclina a 10%, associado ou ndo ao 0sso bovino
particulado (Bio-Oss), em defeitos 6sseos de tamanho critico na calvaria de ratos
através de um estudo tomografico, histolégico e histométrico.

O modelo experimental utilizado para este fim foi apropriado, ja que
modelos bem conduzidos e totalmente validados com o uso de animais,
principalmente os de pequeno porte, como ratos, sdo essenciais para o estudo
comportamental biolégico e o desenvolvimento de novos substitutos 6sseos, uma
vez que apresentam como vantagens o facil manejo, a prolificidade, a docilidade, o
baixo consumo alimentar, a pequena area para criacéo, a fisiologia conhecida e o
ciclo reprodutivo curto quando comparado a outros animais (HISTING et al., 2011).

O defeito de tamanho critico, definido como a menor ferida intradéssea em
um animal que nao cicatriza espontaneamente quando n&o tratada por um

determinado periodo de tempo, tem sido muito utilizado como um modelo
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experimental para avaliar a eficacia dos biomateriais desenvolvidos recentemente
(BOSCH; MELSEN; VARGERVIK, 1988; BODDE et al., 2008; HOLLINGER;
KLEINSCHMIDT, 1990; LE GUEHENNEC et al., 2005; MESSORA et al., 2008;
SOHN et al., 2010). Estas definicbes confirmam que o defeito cirdrgico criado na
calvaria dos animais da presente pesquisa sdo defeitos de tamanho critico, ja que
todos os espécimes avaliados apresentaram fechamento incompleto nos periodos
analisados. Ou seja, o0 modelo experimental utilizado de defeitos 6sseos na calvaria
de ratos foi adequado para avaliacdo da regeneracdo 6ssea com a utilizacao do gel
de doxiciclina.

Além disso, a técnica de confeccdo de canaletas em formato de “L”, 2mm
anterior e posterior ao defeito, preenchidas com amalgama, proposta por Messora et
al. em 2008, tem sido amplamente utilizada e com 6timos resultados de identificacdo
das margens do defeito cirargico original. No entanto, no presente trabalho a
proposta de modificar o material de preenchimento destas canaletas, foi decorrente
de que materiais metélicos, como o amalgama, causam artefatos de imagem na
tomografia computadorizada, o que certamente produz interferéncia na densidade
tomografica média na regido do defeito (BOUXSEIN et al., 2010; STAUBER;
MULLER, 2008). Assim, optou-se pela utilizacdo do iondmero de vidro, o qual
manteve a possibilidade de identificacdo do defeito original nos cortes histolégicos
além da analise tomografica proposta, sem contar que esta modificacdo permitiu a
realizacdo das analises tomografica e histomorfométrica utilizando os mesmos
animais. Vale a pena ressaltar que a néo interferéncia deste material utilizado foi
comprovado pelo check-up do fundo da imagem durante a andlise tomogréfica, uma
vez que apresentou valores médios de densidade idénticos ao vazio
(aproximadamente -1000HU).

Quanto aos periodos experimentais aplicados no estudo em questéo,
muitos autores tém comprovado que um periodo de regeneracdo de 2 a 4 semanas
pode ser recomendado para avaliar a fase inicial da resposta de cura tecidual, bem
como a estabilidade dos materiais ou reagcéo do hospedeiro, enquanto oito semanas
ou mais pode ser apropriado para avaliar a cicatrizacdo tardia, tais como a
incorporacdo de o0sso, a reabsorcdo de materiais, a remodelacdo O0ssea ou a
quantidade de regeneracdo Ossea alcancada (BODDE et al., 2008; SOHN et al.,
2010).
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Considerando essa busca constante por biomateriais que possibilitam
reconstrucdes o0sseas na area odontoldgica principalmente no campo da cirurgia
bucomaxilofacial, implantodontia e periodontia, ainda hoje as pesquisas realizadas
com o objetivo de analisarem a regeneracdo 6ssea associada com a utilizacdo de
substitutos 6sseos sao frequentes e plenamente justificaveis, principalmente porque
dentre os materiais disponiveis nenhum apresenta as caracteristicas de um material
ideal. E isso também explica os estudos ja desenvolvidos que avaliam a associacao
de diferentes substitutos 6sseos (JENSEN et al., 2013; KUHL; GOTZ; HANSEN,
2010).

Dentro deste contexto, a doxiciclina tem sido frequentemente pesquisada
desde a sua descoberta. Sua aplicabilidade € ampla dentro e fora da Odontologia,
se estendendo desde marcadores de formacgédo 6ssea no campo da imaginologia por
fluorescéncia até o tratamento de periodontites e peri-implantites. E isso se deve,
sobretudo, as suas propriedades antibacteriana, anti-inflamatéria, anti-colagenases,
imunossupressora e anti-osteoclastogénese, além da maior estabilidade quimica
comparada as outras tetraciclinas e as concentracdes bactericidas alcancadas no
fluido gengival com a sua aplicacéo local. E muitos estudos ja foram realizados com
o intuito de verificar a acdo das tetraciclinas associadas ou ndo aos enxertos 0sseos
de diferentes origens. Todavia, em todos eles, esta analise se dava pela imerséo do
enxerto na solucédo destes antimicrobianos ou com dispositivos de liberacdo lenta e
direcionados ao tratamento de periodontites ou peri-implantites (BASSETTI et al.,
2013; CATON; RYAN; 2011; DASHTI et al.,, 2010; KINUGAWA et al.,, 2012;
MUTHUKURU; SUN, 2013; PARK, 2010; SCHAR et al., 2012; SUNDARARAJ et al.,
2013; UDAGAWA et al., 2013; YAGAN; KESIM; LIMAN, 2013). Porém,
diferentemente das demais, esta pesquisa propds verificar, em defeitos 0sseos, a
acao da doxiciclina, na forma de gel e sua associacdo com enxerto, sem a presenca
das enfermidades citadas.

Quanto a densidade tomografica, Grimard et al. (2013) avaliaram em seu
estudo as medidas de imagens radiograficas digitais intraorais e imagens
tomogréficas (TCCB) para direcionar as medidas cirurgicas avaliando resultados de
tratamento 6sseo regenerativo. Concluiram que as medidas obtidas na TCCB em
comparacdo com as medi¢des cirurgicas diretas foram significativamente mais
precisas do que as radiografias intraorais. Isto porque a imagem tridimensional pode

fornecer orientacdo adequada dos trés pontos de vista (coronal, sagital e axial) e
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medir as mudancas que ocorrem apos procedimentos de enxerto 6sseo. Outros
estudos corroboram esses achados. Misch, Yi, Sarment (2006), por exemplo,
avaliaram as alteracbes em defeitos O0sseos criados em mandibulas de cranios
secos e concluiram que a capacidade tridimensional da TCCB tem uma vantagem
significativa em relacdo aos meétodos convencionais porque todo o defeito €
detectado e quantificado. Além disso, Kehl, Swierkot, Mengel (2011) avaliaram o
nivel de osso marginal ao redor dos implantes dentarios com a TCCB que permitiu
uma analise quantitativa mais precisa da perda 6ssea quando também comparada
com a radiografia convencional (duas dimensdes). E neste trabalho, a utilizacdo da
andlise tomografica permitiu complementar as andlises histologica e histométrica,
uma vez que se pode quantificar, em densidades diferentes, os varios tecidos e
materiais presentes no defeito 6sseo (osso neoformado, tecido conjuntivo, particulas
de Bio-Oss). Os resultados mostraram que no periodo de avaliacdo de 4 semanas, 0
grupo BO apresentou os maiores valores numéricos de densidade, isso porque nos
demais, as particulas de Bi-Oss, que apresentam alta densidade, ndo foram
utilizadas (grupos DOX, NAT e CS) ou porque parte delas ja havia se reabsorvido e
novo 0sso estava em processo de formacao (grupo BODOX). Enquanto que, no
periodo de 8 semanas, o grupo BODOX apresentou 0s maiores valores numéricos e
densidade, provavelmente porque as particulas de Bio-Oss foram reabsorvidas e
substituidas por osso neoformado.

Um dos pontos criticos que interfere diretamente com o0 sucesso de
qualquer tipo de terapia 6ssea regenerativa é o espaco disponivel abaixo do retalho
mucoperiosteal. De tal modo, a capacidade de formacdo de um arcabouco ou
scaffold pelo biomaterial utilizado para promover a regeneracdo Ossea € de
fundamental importancia, uma vez que também permite a infiltracdo vascular e a
migracao interna de elementos celulares envolvidos na formacdo de osso como
células mesenquimais indiferenciadas, osteoblastos e osteoclastos (CARVALHO, et
al., 2010; GUIANNOUDES; DINOPOULOS; TSIRIDIS, 2005; LOURENCO, 2002;
OGUNSALU, 2011; SARTORI et al., 2003;). Assim, os resultados obtidos com o
presente trabalho se justificam, uma vez que a maior neoformacao 6ssea observada
nos grupos DOX e BODOX de 8 semanas devem-se também a base do gel, ou seja,
ao natrosol, e as particulas de Bio-Oss. E estas implica¢cdes sdo confirmadas pela
avaliacdo histolégica da utilizacdo do veiculo do gel (um material a base de celulose,

inerte, solivel em agua) e das particulas do Bio-Oss de forma isoladas (grupos NAT
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e BO respectivamente), onde foi possivel observar que ambas foram capazes de
manter a espessura original da calvaria, resultando numa neoformagéo 6ssea maior
que o grupo CS, em que a espessura dos tecidos conjuntivo e 0sseo foram
drasticamente menores que a da calvaria original; e menor que os grupos DOX e
BODOX, os quais possuiam além do arcabouco, a a¢do da doxiciclina.

Ressalta-se ainda que cada biomaterial apresenta maior ou menor
capacidade de oferecer um scaffold adequado dependendo da sua aplicacdo. No
caso da doxiciclina na forma de gel a 10%, a sua utilizacdo isolada, em defeitos
criticos na calvaria de ratos, foi suficiente para suportar o retalho mucoperiosteal,
tanto é que os melhores resultados numericamente obtidos estiveram associados
com o grupo DOX no periodo de 8 semanas conforme comprovado no presente
estudo. Em contrapartida, em defeitos com menor numero de paredes ou que
estejam associados com a necessidade de ganho em altura ou espessura
significativas, outros biomateriais devem ser indicados ou associados j4 que
somente o gel, nesses casos, ndo € suficiente como arcabouco. Para isso, torna-se
essencial uma matriz resistente que mantenha o espaco abaixo do retalho.

Desta forma, a utilizacdo de substitutos 6ésseos capazes de oferecerem
um adequado arcabouco, destacando-se aqui 0os enxertos bovinos, em especial as
particulas de Bio-Oss, tem sido uma boa opcdo. Mas a osteoconducdo destes
materiais quando agregadas com outros mecanismos de acdo, tal como a
osteoinducdo e osteogénese, parecem ter resultados ainda melhores. Portanto,
uma favoravel alternativa seria a associacdo deste material de preenchimento,
essencialmente osteocondutor, com a doxiciclina que possui além das
caracteristicas jA mencionadas a capacidade de inibir a osteoclastogénese, que de
forma indireta Ihe confere propriedades osteoindutivas. Soma-se a isto, o fato de que
a utilizacdo deste medicamento na forma de gel poderia funcionar como uma
conexdo biologica entre as particulas do enxerto, favorecendo ainda mais a
regeneracao tecidual (BANSAL; BHARTI, 2013; JENSEN et al., 2012; JENSEN et
al., 2013).

Porém uma das principais desvantagens do Bio-Oss é a reabsorcéo muito
lenta e incompleta de suas particulas, que resulta em um volume consideravel do
enxerto que nao pode ser substituido pelo novo 0sso, processo denominado por
alguns autores de osteobstrugcao (KOLERMAN et al., 2012; LEE, CHEN, DARBY,
2012; MORDENFELD et al. 2010; OGUNSALU, 2011; VALENTINI et al., 2000).
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Mordenfeld et al. (2010), por exemplo, avaliaram espécimes obtidos de enxertos
0sseos realizados para elevar seios maxilares com o Bio-Oss ap6s 11 anos e
constataram que a porcentagem meédia de particulas residuais foi de 17,3%. Esses
dados podem explicar os resultados histomorfométricos obtidos nesta pesquisa, ja
que no periodo de 4 semanas o0 grupo BODOX apresentou os maiores valores de
neoformacédo 6ssea apesar de ser estatisticamente maior apenas que 0s grupos CS
e NAT . Mas, no periodo de 8 semanas, 0s grupos DOX e BODOX também né&o
apresentaram diferencas estatisticas; todavia, humericamente, os maiores valores
foram identificados no grupo DOX. Os autores associaram este fato a dispensavel
reabsorcéo e posterior substituicdo das particulas de Bio-Oss que no grupo BODOX
€ essencial. Consequentemente de acordo com o tipo de defeito 6sseo, a
necessidade de um arcabouco podera conduzir a escolha da associacdo, ou nao,
das particulas do enxerto 6sseo bovino particulado ao gel de doxiciclina.

Sem duvidas, novas pesquisas devem ser realizadas para confirmar as
reais propriedades do gel de doxiciclina a 10% no processo de regeneracao 0ssea,
tanto na sua forma isolada como em associacdo com outros substitutos 6sseos;
além de estudos com periodos de observacdes mais longos investigando a total
substituicdo dos biomateriais por osso neoformado. Quanto ao gel, estudos futuros
também poderdo comprovar seu mecanismo de acao, estabilidade quimica, tempo
de acdo, vantagens, desvantagens, reacfOes adversas, indicacbes e

contraindicacdes.
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7 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos e dentro dos limites deste estudo,
observa-se que a doxiciclina a 10% na forma de gel teve um bom efeito quando
utilizada no preenchimento de defeitos criticos em calvaria de ratos. Sua associagéo
com particulas de o0sso bovino (Bio-Oss) mostrou melhor comportamento como
arcabouco, permitindo adequada formacdo de tecido O6sseo nos defeitos dos

animais.
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