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RESUMO

A osteoporose € uma doenca cronica esquelética que provoca desequilibrio no processo de
reparacdo 0ssea, intensificando a atividade osteocléstica e provocando aumento na fragilidade
Ossea. A Doxiciclina possui a propriedade de inibir a osteoclastogénese em situacdes de
normalidade no metabolismo 6sseo. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a aplicacdo
local da Doxiciclina, na forma de gel, associada ou n&o ao 0sso bovino particulado (Bio-Oss®)
sobre a reparacéo 0ssea em defeitos de tamanho critico na calvéria de ratas osteopordticas, por
meio de analise microtomografica e histométrica. De um total de 58 animais com
aproximadamente 8 semanas de idade, pesando entre 180 a 300g, quarenta e quatro foram
submetidos a cirurgia de ovariectomia (OVX) e outros 14 animais foram submetidos a falsas
cirurgias (SHAM-ovariectomia), na qual os ovérios foram apenas expostos, e reposicionados
no local de origem. Oito animais foram utilizados para validar o modelo de caracterizacdo da
osteoporose, sendo 4 OVX e 4 SHAM. Um defeito de 6 mm de didmetro foi confeccionado
com trefina na calvaria dos animais e estes foram aleatoriamente divididas em 5 grupos, com
10 animais, de acordo com o tratamento recebido: SHAM (Ovariectomia ficticia); OVX-CS
(Coagulo sanguineo); OVX-DOX (Doxiciclina); OVX-BIO (Bio-Oss®); OVX-BODOX (Bio-
Oss® associado a Doxiciclina). Cinco animais de cada grupo foram submetidos a eutanésia nas
4 e 8 semanas de pos-operatorio. Nas analises microtomografica e histométrica, foram
calculados a neoformacéo dssea na regido do defeito. Os valores obtidos foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e ao teste de Tukey (p < 0,05). Os resultados da analise
microtomografica mostraram que o volume 6sseo (BV) neoformado, no periodo de 4 semanas,
foi estatisticamente maior no grupo OVX-BIO (6.0300 mm®) quando comparada aos demais
grupos (p < 0,05). No periodo de 8 semanas, 0s grupos OVX-DOX (3.2035 mm?3), OVX-
BODOX (3.2435 mm®) e OVX-BIO (5.5041 mm?) foram estatisticamente maiores que o grupo
controle SHAM (p < 0,05). Na anélise histométrica, no periodo de 4 semanas, a area de 0SSO
neoformado (AO) do grupo OVX-BIO (13.592 %) foi estatisticamente maior (p < 0,05) que 0s
demais grupos. No periodo de 8 semanas, 0s grupos OVX-DOX (9,542 %), OVX-BIO (10,420
%) e OVX-BODOX (4,708 %) foram estatisticamente maiores (p < 0,05) que o grupo SHAM
(1,944 %). Os resultados obtidos permitem concluir que o gel de Doxiciclina a 10% isolado
mostrou resultados semelhantes aos resultados de sua associacdo com o 0sso bovino quando
empregados localmente em defeitos criticos de calvarias de ratas osteoporoticas. Mas
demonstrou resultados inferiores ao preenchimento com 0sso bovino isolado nos periodos
iniciais.

Palavras-chave: Osteoporose. Doxiciclina. Reparacio Ossea. Osso bovino. Biomaterial.
Ovariectomia.



ABSTRACT

Osteoporosis is a chronic skeletal disease that causes imbalance in the process of bone repair,
intensifying osteoclastic activity and causing an increase in bone fragility. Doxycycline has the
property of inhibiting osteoclastogenesis in situations of normal bone metabolism. Thus, the
objective of this study was to evaluate the local application of Doxycycline, in the form of a
gel, associated or not to bovine bone particulate (Bio-Oss®) on bone repair in calvarial defects
of osteoporotic rats, by means of of microtomographic and histometric analysis. From a total
of 58 animals with approximately 8 weeks of age weighing between 180 and 300g, forty-four
were submitted to ovariectomy surgery (OVX) and another 14 animals underwent false surgery
(SHAM-ovariectomy), in which the ovaries were only exposed, and repositioned at the place
of origin. Eight animals were used to validate the model of characterization of osteoporosis,
being 4 OVX and 4 SHAM. A defect of 6 mm in diameter was made with trephine in calvaria
of the animals and these were randomly divided into 5 groups, with 10 animals, according to
the treatment received: SHAM (Fictitious ovariectomy); OVX-CS (Blood clot); OXX-DOX
(Doxycycline); OVX-BIO (Bio-Oss®); OVX-BODOX (Bio-Oss® associated with
Doxycycline). Five animals from each group underwent euthanasia at 4 and 8 weeks
postoperatively. In the microtomographic and histometric analyzes, the bone neoformation was
calculated in the region of the defect. The values obtained were submitted to analysis of
variance (ANOVA) and Tukey's test (p <0.05). The results of the microtomographic analysis
showed that the newly formed bone volume (BV) in the 4-week period was statistically higher
in the OVX-BIO group (6.0300 mm3) when compared to the other groups (p <0.05). In the 8-
week period, the OVX-DOX (3.2035 mm 3), OVX-BODOX (3.2435 mm 3) and OVX-BIO
(5.5041 mm 3) groups were statistically larger than the SHAM control group (p <0.05). In the
histometric analysis, in the 4-week period, the area of neoformed bone (OA) of the OVX-BIO
group (13.592%) was statistically higher (p <0.05) than the other groups. In the 8-week period,
the OVX-DOX (9.542%), OVX-BIO (10.420%) and OVX-BODOX (4.708%) groups were
statistically larger (p <0.05) than the SHAM group (1.944%). The results obtained allow us to
conclude that the isolated 10% Doxycycline gel showed results similar to the results of its
association with bovine bone when used locally in critical defects of calves of osteoporotic rats.
However, it showed inferior results when filling with isolated bovine bone in the initial periods.

Keywords: Osteoporosis. Doxycycline. Bone regeneration. Bovine bone. Biomaterial.
Ovariectomy.
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1 INTRODUCAO

O tecido dsseo é extremamente dindmico e complexo. De origem mesenquimal e
considerado um tipo especializado de tecido conjuntivo é constituido basicamente por células
osteogénicas, osteoclastos e uma matriz extracelular abundante e mineralizada (HADJIDAKIS;
ANDROULAKIS, 2006). Sabe-se que o tecido 6sseo e sua arquitetura sdo renovados através
do processo de reparacdo 0ssea e manutencdo da densidade 0ssea. Tal processo é mediado por
uma cascata de eventos que envolvem combinacdes genéticas e regulacdes de genes, pela acdo
de hormaonios, citocinas e fatores de crescimento (SODEK; MCKEE, 2000).

No entanto, em determinadas situacdes clinicas, o processo de reparo 6sseo é
prejudicado, principalmente em casos em gue 0s pacientes apresentam defeitos dsseos extensos
decorrentes de traumas, tumores, exodontias, anomalias de desenvolvimento, patologias
sistémicas, resseccdes oncologicas e perda fisioldgica da densidade dssea. Tais defeitos ndo
apresentam reparagdo Ossea completa de forma espontinea, sendo portanto denominados
defeitos criticos e foram descritos inicialmente por Schmitz e Hollinger (1986) como “0 menor
defeito intradsseo que ndo se regenera espontaneamente durante a vida do animal”.

O desafio da reparacdo Ossea em defeitos criticos, torna-se mais complexo quando o
paciente é acometido por disturbios do metabolismo 6sseo, como no caso da osteoporose. Nesta
patologia ocorre um desequilibrio entre a atividade osteoblastica e osteoclastica, levando a
reabsorcdo 6Ossea aumentada e ou diminuicdo da atividade osteoblastica (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 1999; JEREMIAH; UNWIN; GREENAWALD, 2015).

A osteoporose € uma doenga cronica esquelética que ocasiona reducdo na densidade
mineral 6ssea, alteracdo da microarquitetura do tecido 6sseo e aumento da fragilidade 6ssea
com acréscimo nos riscos de desenvolvimento de fraturas (GARNERO; PATRICK, 1997).
Devido ao aumento na expectativa de vida da populacdo (KANIS et al., 2013) essa patologia
tem se intensificado e tornado um relevante problema de saude publica, visto que a idade
avancada somada a deficiéncia do hormonio estrogeno apos a menopausa sao fatores de risco
para a osteoporose (BURGE et al., 2007; MELTON et al., 2009).

A etiologia da osteoporose € multifatorial, contudo destaca-se a deficiéncia do hormonio
estrdgeno ap0s a menopausa como um dos grandes responsaveis pelo acometimento da
patologia (AASETH; BOIVIN; ANDERSEN, 2012). Sendo assim, a diminui¢do nos niveis de
estrogénio altera o equilibrio entre as atividades osteoblasticas e osteoclasticas para niveis
aumentados na atividade osteoclastica e consequentemente prejudicando a resisténcia e
qualidade 6ssea (SRIVASTAVA et al., 2001).
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Vérias areas da Medicina e da Odontologia possuem interesse no processo de reparagdo
Ossea e 0 metabolismo dsseo. Os implantes osseointegrados, sem duvida, revolucionaram a
reabilitacdo oral (WENNERBERG; ALBREKTSSON, 2011). Contudo, a necessidade de se
encontrar 0sso com qualidade e quantidade suficientes sdo imprescindiveis para o profissional
que busca reabilitar pacientes com implantes, especialmente na presenca de defeitos criticos e
alteracbes metabdlicas como a osteoporose. Com isso existe uma busca incessante por
medicamentos que possam auxiliar o processo de remodelacao e reparacdo 0ssea. Logo, na
presenca de defeitos criticos, torna-se necessaria a utilizacdo de biomateriais que possam
auxiliar o processo de remodelacdo e reparacdo 0ssea, seja atuando na substituicdo do tecido
6sseo perdido (osteocondutores) ou estimulando a osteogénese (osteoindutores) (DURAO et
al., 2014).

Dentre o0s enxertos 0sseos, 0 0SS0 autdgeno € o gque apresenta maior previsibilidade no
processo de reparo dos defeitos criticos, por apresentar propriedades osteogénicas,
osteoindutoras e osteocondutoras (BAUER, 2007). Entretanto, devido a impossibilidade de
obtencdo cirargica, morbidade da area doadora, quantidade limitada de enxerto e necessidade
de anestesia geral para a remocao de enxertos extra bucais, em que os individuos apresentem
alguma contraindicacéo sistémica para este tipo de anestesia, estes enxertos podem nao ser a
melhor opcdo (GREENWALD et al., 2001).

Assim buscando otimizar a reparacdo 0ssea em defeitos criticos, faz-se necessaria a
utilizacdo de substitutos 6sseos (biomateriais) que propiciam e estimulam a reparacdo 6ssea,
permitindo a reabilitacdo futura desses defeitos com a instalacédo de implantes osseointegraveis.
Entre os principais biomateriais, 0 0sso bovino inorganico xendgeno se destaca pela
biocompatibilidade, facilidade de uso e osteocondutividade (KOLK et al., 2012).

Todavia, em situagdes clinicas na qual disturbios do metabolismo 6sseo estdo presentes
como a osteoporose, 0s biomateriais além de serem osteocondutivos, devem também prover
estimulos osteogénicos e inibir a osteoclastogénese se possivel (YIP et al., 2015). Por isso se
faz necessaria a associacdo de biomateriais para se obter melhores resultados clinicos devido
aos seus diferentes mecanismos de acdo que contribuem para atingir essas propriedades
regenerativas.

Recentes estudos mostraram que o gel de Doxiciclina a 10%, associado a outros
biomateriais, aplicado localmente em defeitos criticos de calvarias de ratos saudaveis promoveu
uma maior reparacdo 6ssea quando comparada ao grupo controle (SILVA et al., 2015;
LUCATELI et al., 2018). Este ganho na reparagdo 0ssea pode estar associado a capacidade da
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Doxiciclina em inibir a osteoclastogénese além dos efeitos antibacterianos (BETTANY et al.,
2000; FRANCO et al., 2011; GOMES et al., 2017).

Assim, hipotetiza-se que a associacdo do gel de Doxiciclina a 10% a um biomaterial
osteocondutivo (enxerto 6sseo bovino) promova uma melhor resposta na reparacdo 0ssea,
diminuindo o tempo de reparo e propiciando a completa reparacao do defeito 6sseo em quadros
de deficiéncia de estrogeno. Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o uso do gel de
Doxiciclina a 10% associado ou ndo ao 0sso bovino particulado sobre a reparacdo 0ssea em
defeitos de tamanho critico na calvaria de ratas ovariectomizadas atraves de analises

histométrica e microtomografica.
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2 REVISAO LITERATURA

2.1 OSTEOPOROSE

A osteoporose € uma doenca crbnica esquelética que tem como caracteristica uma
diminuicdo na densidade mineral 6ssea (DMO), alteracdo e deterioracdo na microarquitetura
do tecido 0sseo, provocando assim um aumento na fragilidade 6ssea e aumento no risco de
fraturas (GARNERO; PATRICK, 1997).

Mais de 200 milhdes de pessoas em todo mundo sdo afetadas pela osteoporose, na qual
aproximadamente 2 milhes de fraturas de quadril ocorrem anualmente. E a mais prevalente
desordem esquelética sistémica no mundo e projecOes estatisticas sugerem que a incidéncia
podera aumentar em até quatro vezes nos proximos 50 anos (LAU; COOPER, 1996; WHO,
2004; DURAO et al., 2014).

A capacidade 6ssea de suportar forcas mecéanicas associa-se com a quantidade e a
qualidade Ossea. A quantidade dssea refere-se ao pico de massa Ossea e perda 0ssea, ja a
qualidade 6ssea refere-se a arquitetura, transferéncia e acimulo de dano com manutencéo da
arquitetura 6ssea satisfatoria (NI1H, 2001).

Na osteoporose, a resisténcia 6ssea esta diminuida, porém a concentracdo de célcio na
matriz organica é normal. Contudo, a quantidade de tecido Gsseo € menor e assim 0 0SSO
apresenta amplos canais de reabsorcdo. Essa situacdo patoldgica decorre da diminuicdo da
formacédo 6ssea, do aumento na reabsorcdo do 0sso formado ou da combinacdo dos dois fatores
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).

Devido as caracteristicas clinicas, a osteoporose pode ser classificada em priméria e
secundaria. A osteoporose primaria ocorre em ambos sexos, em todas as idades, porém
apresenta-se mais nas mulheres apos a menopausa e nos homens em idades mais avancadas. Na
osteoporose secundaria, contrariamente ocorre devido ao uso prolongado de medicac6es, como
por exemplo glicocorticoides, ou relacionado a condic¢des ou doencas sistémicas (NIH, 2001;
LASH et al., 2009; AASETH; BOIVIN; ANDERSEN, 2012).

A etiologia da osteoporose é multifatorial, fatores genéticos, funcbes enddcrinas,
sedentarismo, praticas reduzidas de exercicios fisicos e fatores nutricionais séo extremamente
relacionados com o aparecimento e progressdo da doenca. Além disso baixos niveis dos
elementos calcio (Ca*?), vitamina D, flGor, magnésio no organismo humano contribuem
também para o desenvolvimento da osteoporose (AASETH; BOIVIN; ANDERSEN, 2012).
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Com o avango das pesquisas, pode-se identificar a base genética da osteoporose e
estudos sugerem mais de 30 genes diferentes relacionados com potencial de desenvolvimento
da doenca. Os fatores genéticos estdo relacionados com densidade 6ssea mineral, tamanho,
qualidade e renovacdo 0ssea (RAISZ, 2005; KUNG, 2006; AASETH; BOIVIN; ANDERSEN,
2012; HUANG).

As alteragbes endocrinas, principalmente do hormodnio estrogeno, estdo também
estritamente relacionadas com o desenvolvimento da osteoporose. A deficiéncia do estrégeno
provoca uma aceleracdo no catabolismo 6sseo e a progressdo da doenca. Contribuem
negativamente também a deficiéncia de Ca*?, vitamina D e o hiperparatioridismo secundario.
Além disso a interacdo do sistema hormonal com citocinas, fatores de crescimento e fatores de
transcricdo também estdo fortemente relacionados com a origem e avango da osteoporose
(RAISZ, 2005). Paralelamente a deficiéncia de estrogénio, diversos fatores de risco relacionam-
se com o desenvolvimento da osteoporose, tais como 0 consumo excessivo de alcool, historico
familiar de fraturas, deficiéncia hormonal gonodal, imobilidade e baixa atividade fisica,
aumento da idade, baixo peso corporal, ingestdo baixa de Ca*?/vitamina D e uso de cigarro
(NOF, 2002).

Atualmente considera-se como padrdo ouro para o diagndstico da osteoporose a
densitometria 6ssea por absorcdo de Raios-X de energia dupla (DEXA), que permite definir a
DMO. As quantificagdes Osseas emitidas pelo equipamento sdo comparadas através de uma
tabela de normalidade e os resultados obtidos permitem caracterizar o individuo osteoporotico,
isto quando o valor obtido apresentar uma taxa maior que 2,5 (desvios padrdes) da taxa de
normalidade, para valores obtidos entre 0 a 2,5 (desvios padrdes) o individuo € classificado
como osteopénico (BACCARO, 2015; HZIBERG et al., 2016).

De acordo com Jeremiah, Unwin e Greenawald (2015), os tratamentos utilizados para a
osteoporose podem ser os ndo farmacoldgicos e farmacoldgicos propriamente ditos. Nos
tratamentos ndo farmacoldgicos existem a preocupagdo em prevenir possiveis quedas que
podem ocasionar fraturas e ainda suplementacdo com vitamina D e Ca*?, recomendacdes
voltadas para a pratica de exercicios fisicos e realizacdo de fisioterapias para os individuos
vulneraveis. Nos tratamentos via farmacos os mais utilizados sdo: Bisfosfonatos, raloxifeno,
teriparatida e denosumabe, sendo que cada uma destas drogas apresentam um diferente
mecanismo de acdo, e também a utilizacdo das terapias de reposi¢do hormonal principalmente
a suplementacdo de estrogeno. Os tratamentos medicamentosos apresentam resultados
guestionaveis, principalmente quando as drogas sdo utilizadas por longos periodos e com doses
elevadas (KHAJURIA; RAZDAN; MAHAPATRA, 2011). O uso dos bisfosfonatos,
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principalmente o alendronato, proporcionam reducdo media de 48% no risco de fraturas
vertebrais sendo um resultado bem abaixo do esperado (GATES et al., 2009) e possibilidade de
efeitos colaterais sérios, como a Osteonecrose dos maxilares (ONM), irritacdes esofagicas e
toxicidade renal (PAPAPETROU, 2009).

A terapia de reposicdo hormonal com estrogénio/progesterona foi utilizada como
primeira escolha para o tratamento e prevencdo da osteoporose (YANG; PHAM; CRABBE,
2003), contudo apresenta riscos no desenvolvimento de cancer de mama e uterino e também de
provocar alteracdes vasculares (CAULEY et al., 2003).

A osteoporose afeta diretamente as estruturas 6sseas craniofaciais e orais. Sabe-se que
as medidas de densidade dssea encontradas no 0sso mandibular apresentam semelhangas com
as encontradas na espinha e fémur (DERVIS; FARMAN, 2005; JEFFCOAT, 2005; GUIGLIA
et al., 2013). Os achados histomorfoldgicos relacionados a baixa densidade dssea na
osteoporose apontam para corticais mais finas, formacdo de trabeculado no osso cortical,
reducdo da densidade dssea trabecular, aumento na porosidade do osso trabecular (RECKER;
BARGER-LUX, 2001). Segundo Barbato (2015), a osteoporose € tida como um fator de risco
e pode acelerar a reabsorcdo 6ssea alveolar nos casos de pacientes portadores de periodontite.

Sendo assim, a instalacdo de implantes em pacientes osteoporéticos é bastante
questionavel, diversos autores obtiveram sucesso na instalacdo dos implantes (EDER,;
WATZEK, 1999; MORENO-SANCHEZ et al., 2016; GRISA; VEITZ-KEENAN, 2018) e
outros autores obtiveram falhas em seus resultados (GIRO et al., 2015). Segundo Tsolaki;
Madianos e Vrotsos, (2009) em uma revisao sistematica sobre as taxas de sucesso e falhas em
implantes realizados em pacientes com osteoporose, concluiram que a patologia ndo é uma
contraindicacdo para o uso da terapia de reabilitagdo, conduto sugerem um ajustamento da
técnica cirdrgica juntamente com um maior tempo de cicatrizagdo para a obtencdo da
osseointegracdo. Os autores sugerem também que novos estudos prospectivos sejam realizados

para avaliar os resultados de sucesso a longo prazo dos implantes em pacientes osteoporoticos.

2.2 REPARACAO OSSEA

O tecido Gsseo e sua arquitetura sdo renovados atraves do processo de reparacdo 0ssea
e manutencdo da massa 0ssea, mediados por uma cascata de eventos, que envolvem
combinacles genéticas e regulacdes de genes, pela agdo de horménios, citocinas e fatores de
crescimento (SODEK; MCKEE, 2000). Segundo Chen et al., (2010), um perfeito sincronismo

entre reabsorcao e neoformacdo 0ssea sdo essenciais para que ndo se desenvolvam patologias
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esqueléticas e comprometimento do tecido 6sseo. Além disso, diversos fatores bioquimicos e
forcas mecénicas regulam o complexo mecanismo de formacdo e reabsorcdo Ossea
(HADJIDAKIS; ANDROULAKIS, 2006).

O tecido 6sseo possui alta atividade metabdlica envolvendo a neoformacéo e reabsorcao
Ossea e isso caracteriza 0 processo de remodelacdo que é fundamental para a manutencdo da
salde do esqueleto. De origem mesenquimal, é considerado um tipo especial de tecido
conjuntivo mineralizado, sendo composto basicamente por células Osseas (osteoblastos,
osteoclastos e ostedcitos) e por uma matriz extracelular abundante e mineralizada. Estas células
6sseas formam as unidades basicas multicelulares (BMU) que estdo envolvidas no processo de
remodelagdo dssea (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999;DATTA et al., 2008; ERIKSEN, 2010).

Nas diversas células envolvidas no processo de remodelacdo, os osteoblastos sdo as
principais e mais ativas células secretoras nos 0ssos, derivadas de células mesenquimais
indiferenciadas (KOMORI et al., 1997; SODEK; MCKEE, 2000; BIANCO et al., 2001). Os
osteoblastos ndo funcionam individualmente e sdo encontrados em aglomerados ligados sobre
a superficie 6ssea secretando a matriz 6ssea e atuando na sua biomineralizacdo. No estagio final
da fase de formacdo éssea, 0s osteoblastos podem entrar em um estado quiescente e
permanecerem na superficie da matriz como células de revestimento, ou mesmo serem
incorporados a matriz ssea como ostedcitos (SODEK; MCKEE, 2000).

Os ostedcitos constituem o tipo celular mais encontrado no 0sso (90-95% das células
Osseas totais e com sobrevida de até 25 anos) (FRANZ-ODENDAAL; HALL; WITTEN, 2006).
Os osteocitos possuem diversos prolongamentos citoplasmaticos que se interligam com 0s
osteoblastos e células do revestimento 6sseo durante o processo de remodelamento tecidual e
ainda sdo fontes de moléculas relacionadas com a regulacdo da geracdo e atividade
osteoclastica, como as osteoprotegerina (OPG) e ligante do receptor do fator nuclear Kappa-p
(RANKL) ( DATTA et al., 2008; BELLIDO, 2014).

Segundo Klein-Nulend et al., (2012), os ostedcitos possuem importante funcdo na
dindmica da reparacdo Ossea, orquestrando 0 processo através da resposta a estimulos
mecanicos e hormonais. Os ostedcitos ao serem estimulados mecanicamente produzem
moléculas sinalizadoras como proteinas 6sseas morfogenéticas (BMPs), prostaglandinas
E>(PGE2) que controlam o recrutamento, diferenciagdo e atividade dos osteoblastos e
osteoclastos. Assim sendo, Xiong et al., (2012) comprovaram que 0s ostedcitos relacionam-se
com a producdo da citocina RANKL que modula a atividade dos osteoclastos durante a
remodelagdo dssea.
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Inicialmente atribuia-se aos ostedcitos fungdes meramente passivas quando estes
ficavam aprisionados em lacunas tendo suas atividades bem limitadas. Contudo, devido a sua
propriedade de mecanotransducéo, os ostedcitos detectam e respondem a estimulos mecanicos
e hormonais e ainda coordenam as fungdes de osteoblastos e osteoclastos por meio da expressao
de fatores regulares que atuam na manutencdo e integridade 6ssea (BELLIDO, 2014).

Os osteoclastos sdo células multinucleadas gigantes derivadas de células
hematopoiéticas da linhagem mononuclear (mondcitos/macrofagos) e s@o responsaveis pela
reabsorcdo oOssea (TEITELBAUM, 2000). Enzimas lisossbmicas como a Fosfatase Acida
Resistente ao Tartarato (TRAP), Captesina K, Adenosina &cida trisfosfatada sdo secretadas
através das bordas onduladas dos osteoclastos nas areas em reabsorcdo provocando a
degradagdo e desmineralizagdo da matriz dssea (VAANANEN et al., 2000). A ativagao,
diferenciacdo e maturacdo dos osteoclastos sdo reguladas principalmente pela triade
OPG/receptor do Fator de Necrose-kB (RANK)/RANKL,; isto ocorre predominantemente pela
ligacdo do RANKL ao receptor RANK na membrana do osteoclasto precursor (ERIKSEN,
2010). A diferenciacdo do osteoclasto também é modulada pelos fatores estimuladores de
col6nia de macrofagos (M-CSF). RANKL é uma proteina da superfamilia dos fatores de
necrose tumoral (TNFs), com papel predominante na ativacao/diferenciacdo da atividade
osteoclastica e inibicdo da apoptose dos osteoclastos. RANK também é uma proteina
transmembrana da familia dos receptores das TNFs. S&o os receptores naturais dos RANKL e
sdo expressos principalmente nas células da linhagem dos mondcitos/macréfagos. RANK
também estd presente na superficie de osteoclastos maduros (KHOSLA, 2001). OPG é uma
proteina da superfamilia das TNFs e possui uma configuracdo diferente aos demais membros
desta familia, pois ndo se apresenta ligada a uma membrana, sendo encontrada como uma
forma soltvel transmembrana e citoplasmatica (TAN et al., 1997). A OPG é um receptor
antagonista enddgeno que neutraliza todos efeitos bioldgicos de RANKL, atuando como
inibidor da reabsorgdo 0ssea, agindo também diretamente sobre os osteoclastos, inibindo a
osteoclastogenese (HAKEDA et al., 1998).

Recentemente através da engenharia 0ssea, ao se investigar o processo de remodelacao
0ssea, encontrou que as principais vias osteogénicas sdo acionadas pela cascata de sinalizacdo
das BMPs, Fator de crescimento transformador p (TGF-B) e fator de crescimento insulinico
(IGF) (LONG, 2012).
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2.2.1 Wnt e o metabolismo ésseo

As proteinas Wnts constituem uma familia de glicoproteinas secretadas e modificadas
nas celulas mesenquimais osteoprogenitoras e que influenciam e orquestram indmeros
processos biolégicos (RUDNICKI; WILLIAMS, 2015) e a origem do nome provém da
abreviacdo dos genes homdlogos a via Wingless de Drosdfila e o gene int-1 de camundongo.
Estas proteinas desenvolvem atividades criticas no desenvolvimento embrionario, na
carcinogénese e no metabolismo 6sseo (osteoblastogenese e formacdo d6ssea) (ALMEIDA;
BRIEN, 2013; TAN et al., 2014).

A via candnica Wnt/B-Catenina € a mais conhecida e extensivamente estudada. Esta
relacionada ao processo de diferenciacdo das células mesenquimais em osteoblastos e sua nao
diferenciacdo em adipdcitos por meio da regulacdo intracelular de B-Catenina. Experimentos in
Vvivo e in vintro tem mostrado que a ativacgao da via canonica Wnt/f-Catenina induz a replicagéo
celular e a diferenciacdo dos osteoblastos, reduzindo a diferenciacdo das células tronco
mesenguimais (MSC) em adipdcitos (BODINE; KOMM, 2007; GOMES et al., 2017).

Sendo assim, a via de transducéo de sinal Wnt/B-Catenina € um importante mecanismo
regulador na diferenciacdo das células troncos mesenquimais em osteoblastos (JAKOB et al.,
2013; LONG, 2012), atuando na expressdo de genes especificos (KRAMER et al., 2010),
aumentando a transcricdo de RUNX-2 e Osterix, em etapas de diferenciacdo de células
mesenqguimais indiferenciadas em pré-osteoblastos e osteoblastos (HILL et al., 2005).

Nesta via de sinalizacdo, as proteinas Wnts ligam-se ao complexo receptor de membrana
constituido por um dominio receptor transmembrana Frizzled (FZD) e ao co-receptor LRP5/6
(proteina relacionada ao receptor de baixa densidade 5/6) que promovem a estabilizacéo da -
Catenina. Apos ativado, FZD relaciona-se diretamente por meio de seu dominio citoplasmatico
com a proteina Dishevelled (DVL), ativando-a e recrutando-a para membrana celular. Apds a
acoplagem da DVL a FZD e a LRP 5/6 favorecem a estabilizagéo e translocagéo nuclear da f3-
Catenina. A B-Catenina acumulada no nucleo ativa diversos fatores de transcri¢do que induzem
a diferenciacdo dos osteoblastos e consequentemente o aumento na producdo de OPG
(KUBOTA; MICHIGAMI; OZONO, 2009). (FIGURA 1)

Estudos relacionaram as mutacdes que ocorrem nos gene LRP5/LRP6 e a interferéncia
na massa 0ssea, sendo que mutacdes ativadoras nos genes LRP5/LRP6 provocam aumento de
massa 0ssea e mutagdes inativadoras nos genes LRP5/LRP6 causam perca 6ssea (GONG et al.,
2001; BODINE; KOMM, 2007).
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A inibicdo desta via Wnt/B-Catenina também ocorre pelos ostedcitos, através da
secrecao de fatores reguladores que interferem na manutencédo e integridade dssea. Entre os
fatores secretados, a proteina esclerostina, produto do gene SOST e potente inibidor da
formacgdo Ossea, (BONEWALD, 2011) e proteina Dickkopfs (DKK) na fase reabsortiva do
processo de remodelamento 6sseo (NARDONE; D"ASTA; BRANDI, 2014). Estes fatores séo
inibidores da osteoblastogénese por antagonizarem com a via de sinalizagdo Wnt/B-Catenina
(DALLAS; BONEWALD, 2010).

Em seu estudo, Kramer e colabodores (2010) identificaram a importancia da p-Catenina
na linhagem osteoblastica, concluindo que a sua deficiéncia provoca uma reducdo na producéo
de OPG e consequentemente altera o equilibrio da triade RANK-RANKL-OPG, favorecendo o
aumento do nimero de osteoclastos e interferindo negativamente na homeostase 6ssea. A
inibicdo da via de sinalizacdo Wnt/B-Catenina ocorre principalmente pela acdo de mediadores
inflamatorios como TNF-o (KUBOTA; MICHIGAMI; OZONO, 2009).

Figura 1 — Papel da esclerotina, Lrp4, Lrp5/6 e Wnt na via sinalizacdo Wnt/p-Catenina nos
osteoblastos
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Fonte: Modificado de KOBAYASHI et al., (2016)

Nota: Wnt liga-se aos complexos receptores de Lrp5/6 e Frizzled e ativam os sinais da via
Wnt/B-Catenina induzindo a producgdo Osteoprotegerina(OPG). Esclerotina secretada
pelos ostedcitos ligam-se aos Lrp4 e Lrp5/6 para inibir a via Wnt/B-Catenina.

2.2.2 A reparacao 0ssea e a osteoporose

Com o envelhecimento do esqueleto ocorre uma diminuicao dos osteoblastos e também
um decréscimo no numero de MSCs e na sua habilidade em diferenciar-se em células

progenitoras da linhagem osteoblasticas, levando a alteracGes negativas na reparacao 0ssea
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(ALMEIDA; BRIEN, 2013). Defeitos na reparacdo 6ssea na osteoporose estdo relacionados
com o baixo nimero de células MSCs e também devido a alteragdes na sua proliferagdo,
diferenciacdo e migracdo (VERONESI et al., 2011;JOINER et al., 2012).

Sabe-se que a deficiéncia de estrogénio, como na osteoporose, leva ao aumento na
secrecdo da interleucina-1(1L-1) e TNF, provocando aumento na osteoclastogenese, isso devido
também ao aumento na expressdao da interleucina-6(IL-6). IL-1 e TNF agem também
estimulando a expressao génica do RANKL em osteoblastos e células estromais (YASUDA et
al., 1998). Posteriormente com o entendimento da triade OPG/RANK/RANKL, ficou mais
claro que o estrogénio possui efeitos protetores nos 0ssos, tal como o estimulo sobre a expressao
do OPG em osteoblastos e células mesenquimais (SAIKA et al., 2001). Além disso, observa-se
que a deficiéncia do estrogénio provoca maior expressdo de RANKL na superficie das células
da medula éssea como osteoblastos e linfécitos e assim relaciona-se o papel do RANKL no
desenvolvimento da osteoporose. Sabe-se que o estrogénio possui efeito inibidor sobre 0 RANK
nos osteoclastos precursores e com isso inibindo a osteoclastogenese (SHEVDE et al., 2000;
SRIVASTAVA et al., 2001; EGHBALI-FATOURECHI et al., 2003).

Em estudos in vitro, apesar das limitacdes, identificaram-se que as mudancas na
atividade celular dos osteoclastos em pacientes osteoporoticos provocam aumento na atividade
osteoclastica e na reabsorcdo (JEVON et al., 2003; D’AMELIO et al., 2005), sendo que uma
célula-chave no incremento da osteoclastogenese parece ser a célula T, que provoca aumento
na expressdao de RANKL devido aos baixos niveis de estrogénio (D’AMELIO et al., 2008).
Ainda assim EGHBALI-FATOURECHI et al., (2003) concluiram que a elevada expressao de
RANKL, em pacientes osteoporoticos, possui um importante papel na patogénese da patologia.

Além disso, o déficit de estrogénio provoca uma reducdo na captacdo de calcio no
intestino e ainda prejudica a reabsorcao do calcio pelos rins. Caso a deficiéncia de calcio ndo
seja suprida através de ingestdo de dietas e suprimentos, podera ocorre um aumento na captagao
de célcio dos ossos, com a finalidade de normalizar os niveis séricos e com isso podera levar
ao desenvolvimento da osteoporose (KALU; ORHII, 1999).

Os mecanismos patoldgicos que estdo relacionados com o envelhecimento e a
osteoporose levam a deficiéncia na reparagdo 0ssea no paciente idoso. E assim sabe-se que a
inibicdo na cascata de sinalizagdo Wnt/pB-Catenina e a inibi¢cdo também das proteinas BMPs,
levam a uma alteracdo negativa na diferenciacdo e atividade osteoblastica (BENISCH et al.,
2012).

Van Lierop et al., (2011) observaram também que a proteina esclerotina, codificada pelo

gene SOST, interfere na atividade e no metabolismo 6sseo e exerce efeito antagonista sobre a
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via Wnt/p-Catenina levando as desordens 0sseas. Assim as novas drogas utilizadas no
tratamento e prevencdo da osteoporose possuem como estratégia de a¢do o antagonismo sobre
a esclerotina atraves da acao de anticorpos monoclonais neutralizantes do gene SOST e estudos
realizados em macacos e ratos in vivo apresentaram resultados satisfatorios proporcionado
aumento do crescimento, massa e resisténcia dssea (LI et al., 2009; NARDONE; D"ASTA,;
BRANDI, 2014). Em estudos pré-clinicos, foram obtidos resultados extremamente satisfatorios
relacionados ao aumento da formacao dssea nas superficies trabecular, periosteal, endocortical
e intracortical, sem haver aumento na reabsorcao 6ssea e com a espessura trabecular aumentada.
Desta forma os anticorpos monoclonais para o gene SOST mostraram-se eficazes e bastante
promissores como uma nova classe de medicamentos para o tratamento das reabsorcdes e
desordens Osseas (LI et al., 2010; OMINSKY et al., 2010).

2.3 SUBSTITUTOS OSSEOS — BIO-OSS®

A reabsor¢do 0ssea que ocorre ap6s a perda dos elementos dentarios e ou a necessidade
de reconstrucdes Osseas causadas por tumores, cistos e acidentes, exigem dos cirurgites
dentistas o desenvolvimento e utilizagcdo de técnicas e biomateriais que possam recuperar 0
tecido 0sseo e propiciar ao paciente a possibilidade de reabilitacdo oral atraves de implantes
osseointegrados (CARVALHO etal., 2010; MANFRO et al., 2014). Os defeitos 0sseos criticos
representam um dos maiores problemas clinicos para as cirurgias craniofaciais reconstrutivas
(BERNABE et al., 2012). Logo, 0 preenchimento de defeitos com enxertos dsseos autdgenos é
a alternativa com maior previsibilidade de sucesso, pois apresenta potencial osteogénico,
osteoindutor, osteocondutor e ndo apresenta reacfes antigénicas (BAUER, 2007). Contudo
devido a dificuldade cirdrgica e a necessidade de realizacdo de um novo sitio cirdrgico para
obtencdo do enxerto 6sseo autdgeno, estes enxertos podem ndo ser a melhor opcdo. Como
substitutos dos enxertos 0sseos autdgenos, 0s enxertos homogenos e ou xendgenos sao bem
utilizados, contudo apresentam a desvantagem de provocar rea¢Ges imunoldgicas, risco de
transmissdo e contaminacdo viral entre individuos ou espécies (GREENWALD et al., 2001).
Como alternativa os enxertos 6sseos sintéticos sao amplamente utilizados e tentam superar estas
desvantagens (VAN DER STOK et al., 2011). Em um estudo comparativo entre substitutos
0sseos, conclui-se que 0sso bovino inorganico xenodgeno apresenta resultados satisfatorios nas
cirurgias reconstrutivas para instalacao de implantes osseointegrados (MANFRO et al., 2014).
Com isso a matriz de osso bovino mineralizada Bio-Oss® (Geistlich Biomaterials, Wolhusen,

Suica) que é composta de 0sso bovino desproteinizado, tem sido amplamente utilizada, seja na
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preservacao da dimenséo do rebordo alveolar ap6s a exodontia, bem como, em defeitos 6sseos
periodontais em cirurgias de levantamento do seio maxilar (RICHARDSON et al., 1999;
LIOUBAVINA-HACK et al., 2005; ORSINI et al., 2007; POLYZOIS et al., 2007). Este
material € considerado padrdo ouro de enxerto de 0sso bovino xendgeno (MANFRO et al.,
2014), isso porque ele provoca aumento na taxa de formagdo 6ssea com uma reparacéo 6ssea
mais previsivel nos primeiros estagios de reparacdo, propiciando uma maior migracao das
células da linhagem osteoblastica na regido cirurgica e ainda com propriedades osteocondutoras

gerando uma maior superficie para a deposicio 6ssea (HAMMERLE; LANG, 2001).

2.4 TETRACICLINAS E SEUS DERIVADOS

As tetraciclinas foram descobertas por volta de 1940 (DUGGAR, 1948) como um
produto natural proveniente de actinomicetos, bactérias presentes no solo, sendo que a primeira
forma de tetraciclina liberada para uso clinico, em 1948, pelo Food and Drug Administration
(FDA) fora a Aureomicina, em referéncia a sua cor amarelo ouro. Desde entdo inimeros
pesquisadores, cientistas e a industria farmacéutica contribuiram com a histéria e melhoria das
tetraciclinas (NELSON; LEVY, 2011).

Esse grupo de antibioticos, que atua na inibicdo da sintese proteica coibindo a ligacao
do aminoacido-tRNA ao sitio receptor do ribossoma A, sdo classificados como agentes de
amplo espectro, exibindo atividades contra uma ampla gama de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, organismos atipicos como Clamidias, Micoplasma e Rickettisia. Devido as
satisfatorias propriedades antimicrobianas e diminutos efeitos colaterais levaram a utilizagéo
extensiva nas infecgbes humanas e em animais (CHOPRA; ROBERTS, 2001; NELSON;
LEVY, 2011).

A aplicabilidade clinica das TCs se estende a sua atividade profilatica contra a malaria
causada pelo Plasmodium falciparum, além de ser utilizadas em alguns paises em doses
subterapéuticas acondicionadas em alimentos para atuarem como estimuladores do crescimento
humano (CHOPRA; ROBERTS, 2001). Além dos efeitos antimicrobianos, as TCs tem
apresentado outras propriedades como atividades anti-inflamatdrias, a inibicdo das
metaloproteinases de matriz e outras enzimas colagenoliticas que destroem o colageno,
estrutura basica do periodonto e podem facilitar a aderéncia de fibronectina a superficie
radicular, o que facilita a reparacgéo de ligamento periodontal, sendo assim, aprovado pela FDA
em 2001 para utilizacdo das TCs e seus derivados no tratamento da periodontite no adulto
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(TERRANOVA et al., 1986; CATON et al., 2000; CHOPRA; ROBERTS, 2001; NELSON;
LEVY, 2011).

Além disso, as tetraciclinas apresentam importante acdo sobre o metabolismo 0sseo,
incluindo a inducdo de nova sintese de colageno (SASAKI; RAMAMURTHY; GOLUB, 1992),
inibicdo da atividade da fosfolipase A2 (PRUZANSKI et al., 1992), inibicdo do gene e da
proteina que induzem a sintese de 6xido nitrico (TRACHTMAN et al., 1996) e modulagdo das
respostas citosolicas do Ca*? em osteoclastos (BAX et al., 1993).

Bettany et al., (2000) em seus estudos, encontraram que as TCs e seus derivados
quimicos inibem a reabsor¢do Gssea através da inibi¢do das metaloproteinases de matriz 8 e 9
(MMP-8 e MMP-9). Eles encontraram que as TCs inibem a ativacdo e diferenciacdo dos
osteoclastos e que induzem também a apoptose dos osteoclastos em culturas de tecidos. Um
estudo anterior a este, ja indicava as propriedades anti-proteoliticas e associacdo a atividade
anti-cologenase tendo sua aplicacdo direcionada na inibicdo da reabsorcdo Ossea, devido a
inibicdo das MMPs que sdo enzimas colagenoliticas que provocam a degradacdo do tecido
conjuntivo e a reabsorcdo 6ssea (TERRANOVA et al., 1986; SASAKI; RAMAMURTHY;
GOLUB, 1992) .

Em outro estudo Holmes et al., (2004) também encontraram resultados semelhantes
como inibicdo das MMP e esclareceram a a¢do das TCs na inibi¢do da osteoclastogénese, e que
seu efeito ocorre diretamente sobre os percursores pré-osteoclasticos interrompendo a sua
diferenciacdo em osteoclastos maduros e desta forma minimizando o processo de reabsor¢do
Ossea e assim esclarecendo que os efeitos das TCs ndo sdo exclusivamente sobre as células

osteoblasticas como preconizavam o0s estudos.

2.4.1 Doxiciclina

A Doxiciclina (DOX) é um antibi6tico bacteriostatico de amplo espectro da classe das
tetraciclinas, derivada da oxitetraciclina e constituindo um importante grupo de antimicrobianos
(GRIFFIN, 2010). A sua descoberta ocorreu pelo quimico Charlie Stephens, que conseguiu
identificar um substancia analoga com excelente atividade, estabilidade e eficacia
farmacologica. A regulamentacao para uso comercial pela FDA ocorreu em 1967 e passou a ser
amplamente utilizada em diversas infecgdes bacterianas, sendo eficaz contra, por exemplo, 0
antharax e a maléaria.(NELSON; LEVY, 2011).

Devido a necessidade de obtencdo de tetraciclinas mais potentes e estaveis,

modificagdes estruturais no nucleo e aplicacGes sintéticas organicas foram realizadas e com isso
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produziu-se novas drogas semi-sintéticas (NELSON; LEVY, 2011). A DOX um isdmero
natural e pertencente a segunda geracao das tetraciclinas, teve sua composi¢do quimica obtida
através de uma alteracdo disjuntiva que modificou a posicdo da hidroxila 1, alterando-a do anel
de Carbono 6 da oxitetraciclina para o anel de Carbono 5 na doxiciclina caracteristica que lhe
confere maior estabilidade (FRANKLIN; SNOW, 1975).

As modificagdes em sua composicdo quimica e a utilizacdo em doses subclinicas
(independente de sua atividade antibiotica), permitiram que DOX tivesse sua aplicacdo
terapéutica ampliada e é utilizada como terapia medicamentosa em diversas patologias como a
artrite reumatdide (PAYNE et al., 2015), osteoartrite (BRANDT et al., 2005), inflamacGes
cronicas cutaneas, por exemplo acne vulgaris (BIKOWSKI, 2003), cicatrizacdo de Ulceras
corneas estéreis (FEDERICI, 2011), osteopenia e osteoporose (PAYNE; GOLUB, 2011),
inibicdo da angiogénese nos Sarcomas de Kaposi (RICHARDS; PANTANOWITZ; DEZUBE,
2011) e alteragdes cardiovasculares relacionadas a inflamagoes sistémicas (CASTRO et al.,
2011).

Entre os efeitos ndo microbianos da DOX, a inibicdo das MMPs € o que esta melhor
caracterizado (GRIFFIN, 2010), inibindo principalmente as colagenases MMP-8 e as
gelatinases MMP-2 e MMP-9 (CRAIG et al., 1998; GOLUB et al., 1999). Além disso, a DOX
possui efeitos antioxidante e antiinflamatério por meio da inibi¢do das interleucinas e citocinas
como IL-1, IL-6, IL-8 E TNF-a (DI CAPRIO et al., 2015; GRIFFIN, 2010; KRAKAUER,;
BUCKLEY, 2003).

Em outros estudos Silva et al., (2016) e Lucateli et al., (2018) avaliaram a DOX em
forma de gel a 10% associados a outros biomateriais na reparacao 6ssea em defeitos criticos de
calvarias de ratos normoreativos e os melhores resultados obtidos foram nos grupos em que se
utilizou a DOX. Assim a protecdo 0ssea pode estar associada a sua propriedade em inibir a
osteoclastogénese, provocando a apoptose de osteoclastos (BETTANY et al., 2000; FRANCO
etal., 2011).

A inibicdo da osteoclastogénese pela DOX ocorre pela inibicdo das enzimas de MMP-
9, que desta forma interrompe a diferenciacdo dos osteoclastos que é mediada pelo RANKL
(FRANCO et al., 2011; KINUGAWA et al., 2012; SHAHABOOEI et al., 2015).

Gomes et al., (2017) identificaram a capacidade da DOX em estimular a via de
sinalizagdo Wnt/B-catenina. Neste estudo utilizaram doses subclinicas de DOX (10mg/kg e
25mg/kg) em ratos e, através da analise imunoistoquimica, encontraram uma maior

imunomarcacgdo dos marcadores relacionados com a ativacdo da via Wnt/p-catenina. Desta
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forma se confirmou uma maior atividade osteoblastica e diminui¢do dos osteoclastos, além de

ratificar os efeitos anti-inflamatoérios e indutores de remodelamento ésseo atribuidos a DOX.
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3 OBJETIVOS

O objetivo do trabalho foi avaliar, por meio de analises histométricas e
microtomograficas, o efeito da aplicacédo local do gel de Doxiciclina a 10%, associada ou néo
ao 0sso bovino particulado, sobre a reparagdo 6ssea em defeitos de tamanho critico na calvéria
de ratas osteoporadticas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MODELO EXPERIMENTAL

Todo o protocolo experimental foi desenvolvido ap6s aprovacdo do Comité de Etica na
Utilizacdo em Animais (CEUA) da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL — MG) com o
protocolo de registro n® 43/2017 (ANEXO A).

Para a presente pesquisa foram utilizadas 58 ratas (Rattus norvegicus albinus, Wistar),
com peso entre 180 a 300 gramas provenientes do Biotério Central da UNIFAL-MG. Os
animais foram mantidos em um ambiente com temperatura controlada entre 22 e 24° C, com
ciclo de luz controlada (12 horas claro e 12 horas escuro) e com consumo de racao sélida e agua
ad libitum durante todo o periodo experimental, conforme é preconizado no Manual de
Utilizacdo do Biotério Central da UNIFAL-MG.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram aleatoriamente divididos em 5 grupos, com 10 ratas em cada grupo,
para serem submetidos a eutanasia em 2 periodos experimentais (4, 8 semanas) (TABELA 1).

4.2.1 Grupos

a) SHAM (Ovariectomia ficticia/Coagulo Sanguineo): grupo constituido por 10 ratas
submetidas a cirurgia ficticia de ovariectomia, com producdo de defeito Gsseo
critico de 6mm na calvéria sem aplicagdo de nenhum biomaterial,

b) OVX-CS (Ovariectomia/Coagulo Sanguineo): grupo constituido por 10 ratas
submetidas a cirurgia de ovariectomia, com producéo de defeito dsseo critico de
6 mm na calvéria sem aplicacdo de nenhum biomaterial,

c) OVX-BIO (Ovariectomia/Bio-Oss®): grupo constituido por 10 ratas submetidas a
cirurgia de ovariectomia, com producdo de defeito 0sseo critico de 6 mm na
calvéaria e preenchimento com 0sso bovino inorganico particulado — granulos
pequenos (0,25 — 1 mm) (Bio-Oss® , Geistlich Pharma AG, Suica);

d) OVX-DOX (Ovariectomia/Doxiciclina): grupo constituido por 10 ratas
submetidas a cirurgia de ovariectomia, com producdo de defeito 6sseo critico de

6 mm na calvaria e preenchimento com gel de doxiciclina a 10%;
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e) OVX-BODOX (Ovariectomia/Bio-Oss® associado a Doxiciclina): grupo
constituido por 10 ratas submetidas a cirurgia de ovariectomia, com producéo de
defeito Osseo critico de 6 mm na calvaria e preenchimento com 0sso bovino
inorganico particulado — granulos pequenos (0,25 — 1 mm) (Bio-Oss®) associado

ao gel de Doxiciclina a 10%.

Tabela 1 - Distribui¢do dos animais em relagdo aos grupos e periodos experimentais.

N° de animais | N°de animais

Grupo Material N° total animais
4 semanas 8 semanas
SHAM Coégulo (controle +) 10 5 5
OVX-CS Coégulo (controle -) 10 5 5
OVX-BIO Bio-Oss® 10 5 5
OVX-DOX Doxiciclina 10% 10 5 5
OVX-BODOX Doxiciclina 10% + Bio-Oss® 10 5 5

Fonte: Do autor.

Além dos grupos acima descritos, 8 ratas foram utilizadas para a caracterizagdo da

osteoporose, divididas em 4 ratas que sofreram a ovariectomia (OVX) e 4 ratas SHAM.

4.3 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

4.3.1 Inducgdo cirurgica da osteoporose — ovariectomia (OVX) e falsa ovariectomia
(SHAM)

Quarenta e quatro animais com aproximadamente 8 semanas de idade foram submetidos
a cirurgia de ovariectomia e os outros 14 animais foram submetidos a falsas cirurgias (SHAM-
ovariectomia), na qual os ovarios foram apenas expostos, e reposicionados no local de origem.
Para isso, os animais foram anestesiados por injecao intraperitoneal de xilazina (6
mg/kg) (Rompum®, Bayer S.A., Brasil) e Quetamina (70 mg/kg) (Dopalen®, Vetbrands,
Brasil). Como auxilio para analgesia e controle da dor aplicou-se ainda inje¢&o intramuscular

de Tramadol (10 mg/kg) (Vitalis, GO, Brasil) e ap6s a confirmacdo da anestesia, 0s animais
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foram colocados em posicéo de decubito ventral e submetidos a tricotomia bilateral, na regido
lombar utilizando-se de ldminas de barbear. ApGs a exposi¢cdo bilateral de uma éarea de
aproximadamente 3 cm de altura e 1cm de largura, a antissepsia foi feita com polivinil-
pirrolidona-iodo (PVP-I) a 10% com 1% de iodo ativo (Riodeine, Rioquimica LTDA, Séo José
do Rio Preto, Brasil).

Para se ter o acesso a cavidade abdominal procedeu-se uma incisdo de 2cm de
comprimento no ponto médio entre a borda inferior costal e a crista iliaca e alguns milimetros
lateralmente a margem lateral do musculo lombar, ap6s a divulsdo do tecido subcutaneo, com
a utilizacdo de uma pinca de disseccdo romba, os musculos da parede abdominal posterior
foram separados. O ovario estava localizado em um bloco de gordura logo abaixo dos musculos
e exteriorizado por retracdo suave usando uma pin¢a. Em seguida, usando uma pin¢a mosquito,
a trompa de Falopio foi clampeada e uma Unica ligadura foi realizada logo abaixo do ovario
através de uma sutura cirdrgica de poliéster (Ethicon, S&o José dos Campos, SP, Brasil), com a
finalidade de contencdo hemorragica e permitiu a remocdo do ovéario e parte da trompa.
Inicialmente a sutura foi realizada na camada muscular com fio reabsorvivel Categute n°4
(Cirumédica-Brasil, Brasil) e em seguida a pele foi suturada com fio de mononylon 4-0
(Ethicon, SP, Brasil) e a ferida cirurgica lavada com PVP-1. Para remogdo de ambos ovarios
este procedimento foi realizado bilateralmente (LUVIZUTO et al., 2011; VAN HOUDT et al.,
2016).

Ao final do procedimento os animais receberam dose Unica de solucdo de antibidticos
(0,1 ml/kg) contendo benzilpenicilina benzatina (156.000 UI/100g de peso corporal),
benzilpenicilina procaina (78.000 UI/100 g de peso corporal), benzilpenicilina potassica
(78.000 UI/100 g de peso corporal), sulfato de diidroestreptomicina (65 mg/100 g de peso
corporal) e sulfato de estreptomicina (65 mg/100 g de peso corporal) (Pentabiédtico, Fort Dodge
Salde Animal Ltda, SP, Brasil) (FIGURA 2).

Nos animais do grupo SHAM, foi realizada a falsa ovariectomia ou cirurgia SHAM,
sendo feitos os mesmos procedimentos da ovariectomia, incluindo a exposi¢do dos ovarios
bilateralmente, com excecédo da ligadura e remocdo dos mesmos, com a finalidade dos animais

sofrerem 0 mesmo estresse dos demais grupos estudados.
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Figura 2 — Cirurgia de ovariectomia

Fonte: Do autor

Notas: (A) Localizacdo incisdo — Regido Lombar; (B) Area depilada e antissepsia; (C)
Exposi¢do do ovario; (D) Ligadura da Tromba Uterina; (E) Excisdo do Ovério; (F,G)
Ovario excisado; (H) Inicio das suturas por planos.
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4.3.2 Procedimento cirargico para criacao do defeito dsseo critico

Ap0s o periodo de 8 semanas da cirurgia de ovariectomia, os animais (n=50) foram
anestesiados por injecdo intraperitoneal de xilazina (6 mg/kg) (Rompum®, Bayer S.A., Brasil)
e Quetamina (70 mg/kg) (Dopalen®, Vetbrands, Brasil). Adicionalmente, injecéo
intramuscular do analgésico Tramadol (10 mg/kg) (Vitalis, GO, Brasil) foi realizada e ap6s a
confirmacdo da anestesia, os animais foram colocados em posi¢do de decubito ventral e
submetidos a tricotomia, na regiao frontoparietal, sendo feita pela técnica do arrancamento dos
pelos, seguida de antissepsia feita com polivinil-pirrolidona-iodo (PVP-1) a 10% com 1% de
iodo ativo (Riodeine, Rioquimica LTDA, S&o José do Rio Preto, Brasil). Antes de iniciar o ato
cirdrgico, os animais receberam complementacdo anestésica local, através da infiltracdo de
anestésico Cloridrato de Lidocaina a 0,5% (2,0 mg/kg) (Hipolabor, MG, Brasil) na regido
frontoparietal, tendo como finalidade o controle da dor e diminui¢do do sangramento durante o
procedimento operatorio.

A seguir, com uma lamina de bisturi n® 15 (Free-Bac, P.R.C., China), montada em cabo
de bisturi n° 3 (Hu-Friedy, Alemanha) foi feita uma incisdo em “U”, no sentido occipito-frontal,
com base caudal na calvaria do rato. A incisdo envolveu o peridsteo permitindo o descolamento
de um retalho de espessura total em direcdo posterior. Posteriormente utilizando uma broca
trefina de 6 mm 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 fisioldgico estéril (Linhamax®, Eurofarma, Brasil), criou-se
assim um defeito de tamanho critico na calvaria do animal, mantendo a integridade da dura-
mater. O defeito incluiu uma porcao da sutura sagital. Foram confeccionadas marcacdes no
formato “L” a 2 mm anterior e a 2 mm posterior as margens do defeito cirurgico e preenchidas
com ionémero de vidro (lonémero 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-
caudal que dividiu o defeito cirurgico ao meio. As marcagdes foram feitas com uma broca
carbide tronco-conica (Broca Carbide Tronco Conica p/ Alta Rotacdo n° 16 702, Dentsply,
Brasil) acoplada em alta rotacéo (Turbina Extratorque 505, Kavo, Brasil) sob irrigacao continua
com solucéo salina estéril. A finalidade destas marcaces € a identificacdo do centro do defeito
cirargico original durante o processamento laboratorial, permitindo localizar as margens 6sseas
originais do defeito durante a anélise histologica (MESSORA et al., 2008; SILVA et al., 2015)
(FIGURA 3).
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Os defeitos 6sseos criados foram preenchidos com os biomateriais conforme o0s grupos
(FIGURA 4). O grupo controle foi deixado sem preenchimento da cavidade, de maneira a
permitir a formag&o de um coagulo sanguineo. No grupo com preenchimento com Bio-Oss®,
uma medida previamente calibrada de 0,0013 mg foi inserida no defeito, sendo esta medida
suficiente para preencher todo o defeito. No grupo Doxiciclina 10% um volume de 0,1 ml foi
inserido diretamente no defeito, medida essa suficiente para o preenchimento do defeito. Para
0 grupo (BODOX), uma medida de 0,0013 mg de Bio-Oss® foi misturada em 0,01 ml de
Doxiciclina 10% e inserido no defeito 6sseo criado (FIGURA 4C). Ap6s o preenchimento dos
defeitos, os tecidos moles foram reposicionados e suturados por meio de pontos interrompidos
simples com fio de Nylon 4.0 (Ethicon, Séo José dos Campos, SP, Brasil). Cada animal recebeu
doses intramuscular de Tramadol (10 mg/kg) nos periodos de 12h, 24h, 36h e 48h apds o
procedimento cirdrgico e foram acompanhados todos os dias na primeira semana do pos-
operatdrio e de 15 em 15 dias, para avaliacdo clinica, alternando os animais, a fim de minimizar

0 estresse gerado pelo manejo.
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Figura 3 — Cirurgia de criacdo defeito 6sseo.

Fonte: Autor

Notas: (A) Anestesia; (B) Area depilada e antissepsia; (C) Incisdo; (D) exposi¢ao calvaria; (E,
F, G) Inicio da criagdo do defeito; (H, 1) Marcagdes em L delimitando o centro do
defeito; (J) Preenchimento das marcagdes com lonémero de Vidro.
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Figura 4 — Cirurgia de criagdo defeito 6sseo — Aplicagdo dos biomateriais e sutura

Fonte: Autor.

Notas:(A) Medida Doxiciclina; (B) Medida Bio-Oss®; (C) Inser¢do no defeito biomaterial
(Doxiclina+Bio-Oss®); (D) Sutura concluida.

4.4 EUTANASIA

Ap0s 4, 8 semanas pos-operatdrias da criacdo do defeito 6sseo critico, cinco animais de
cada grupo foram eutanasiados nesses periodos por meio da inalacdo excessiva de gas carbdnico

(CO2), conforme Manual de Eutanasia do Biotério Central da Unifal-MG.

4.4.1 Obtencéo dos espécimes

Ap0s a eutanésia dos animais, toda a calvaria foi removida preservando a area do defeito
critico e as marcagdes em “L” criadas. Antes do processamento histolégico das calvarias obtidas
dos animais, foi realizada a avaliacdo da densidade tomogréafica na regido do defeito através de

analise Microtomografica (uCT).
4.5 CARACTERIZACAO DA OSTEOPOROSE: ANALISE MICROTOMOGRAFICA
Para a caracterizacdo da osteoporose foi utilizado um fémur de cada uma das 8 ratas

além das 50 ratas pertencentes aos grupos de estudo. Desses 8 animais adicionais, 4 foram do
grupo OV X (ovariectomia) e 4 foram do grupo SHAM (falsa-ovariectomia).
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4.5.1 Aquisicéo das imagens

O microtomografo de raios-X tem como principio de funcionamento as diferentes
captacdes da radiacdo emitida, variando de acordo com a composi¢do quimica e densidade do
objeto analisado. Ao se realizar o exame uCT o0 objeto é dividido virtualmente em “fatias” nas
quais séo observados parametros fisicos como densidade e a porosidade de cada regido interna
do objeto, que inicialmente, sdo apresentadas na forma de imagens bidimensionais que podem
ser compostas de modo a obter objetos virtuais em 3D, por meio de célculos e algoritmos
computacionais. Em se tratando de 0ssos, a estrutura trabecular, processos de osteopenia ou
osteoporose e medicdo da densidade 6ssea podem ser feitas através deste exame.

O sistema de uCT de raios X é constituido por um tubo de raios X de micro-foco, com
uma fonte de alta tensdo (200 kv), um porta-amostra com manipulador de precisao e um detector
baseado em uma camara CCD de 10Mp (4000x2300 pixels), interligados a um computador
central de controle e aquisicdo de dados (servidor), interligado em rede a um cluster de
computadores utilizados na reconstrucdo das imagens microtomograficas.

As imagens foram adquiridas por meio do aparelho de uCT (SkyScan, Kontich, Bélgica
modelo 1272) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) e operacionalizado por apenas um
operador, para padronizacdo das imagens (FIGURA 7).

Para a caracterizacdo da osteoporose, 0s animais foram eutanasiados com 8 semanas,
através da camara de CO>. Posteriormente foram retirados seus fémures e armazenados em
solucdo de formol tamponado a 10% (pH7) (Merck, HE, Alemanha).

Os parametros de escaneamento utilizados no microtomografo Skyskan 1272, foram
tamanho pixel de 10 um, voltagem de 70 kV, corrente elétrica de 142 uA e filtro de aluminio
de 0,5 mm. As imagens resultantes foram reconstruidas tridimensionalmente (3D) com tamanho
de voxel de 10 ym?® utilizando o software NRecon® (versdo 1.6.10.4, Bruker, Bélgica) e
posteriormente as imagens renderizadas foram submetidas a analise morfomeétrica utilizando o
software CT Analyser®(CTan) (versdo 1.15.4.0, Bruker, Bélgica).

Previamente ao inicio da analise morfométrica, as imagens reconstruidas foram
visualizadas pelo software DataViewer® (versio 1.5.4.6, Bruker, Bélgica) que permitiu
quantificar as medidas lineares dos eixos coronal, transaxial e sagital bem como a definicéo a
selecdo do eixo e posteriormente as analises foram feitas no software CTan.

Utilizando-se do software CTan, foi selecionada uma regido de interesse (ROI, do inglés
region of interest) e um volume de interesse (VOI, do inglés volume of interest) na distal dos

fémures na qual se efetuou a analise morfométrica, utilizando-se como referéncia a placa de
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crescimento. Percorreu-se corte por corte atraves da placa de crescimento, no sentido metéfise-
diéfise para atingir o plano de visualizagdo de uma “ponte” de cartilagem de baixa densidade
que se estende de um extremo ao outro do corte. Nos planos subsequentes, verificou-se a
existéncia de uma organizacdo do 0sso trabecular primario, permitindo determinar a referéncia
para a placa de crescimento. O VOI para a analise do tecido ésseo trabecular iniciou-se a 1.5
mm abaixo do nivel da placa de crescimento e se estendeu em direcdo a diafise por uma
distancia de 3.3 mm (560 slices). A ROI foi determinada manualmente para cada slice do VOI
delineando (ferramenta de desenho a méo livre) a area ocupada pelo tecido 6sseo trabecular
(HATORI et al., 2015). (FIGURA 6)

A anélise do VOI do osso cortical em direcdo axial, também se utilizou a placa de
crescimento como referéncia. A VOI de interesse para analise cortical iniciou-se 4,2 mm
distalmente da placa de crescimento e se estendeu 1,5 mm em direcdo a diafise (250 slices).
Repetiu-se a selecdo da ROI através da utilizacdo da ferramenta de desenho a mdo livre
(HATORI et al., 2015). (FIGURA 6)

A segmentacdo para o 0sso trabecular distal do fémur foi definida na escala de
histograma de cinza (0-255), entre 60-255. Apds a definicdo do VOI e a segmentacdo das
imagens, em seguida foi executada a analise morfométrica para obtencdo dos parametros:
volume dsseo (mm?3), volume dsseo/volume total (%). Todos os pardmetros foram calibrados

automaticamente pelo sistema através do coeficiente de atenuacéo linear. (FIGURA 6)

4.5.2 Analise estatistica para determinacéo da osteoporose

Posteriormente ap6s a obtencdo dos resultados dos pardmetros 6sseos gerados pelo
software, foi realizada analise estatistica destes dados através do test t-Student para
comprovacéo da indugdo da osteoporose entre 0s grupos OVX (4 animais) e SHAM (4 animais).
Conforme a tabela 2, estatisticamente ficou comprovado que a cirurgia de ovariectomia induziu
a osteoporose no periodo de 60 dias, validando o0 modelo de estudo proposto e que também foi
validado por Duréo et al., (2014) (TABELA 2 E FIGURA 5).
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Tabela 2 — Médias e desvio padrédo dos dados microtomograficos referentes a porcentagem do

volume ésseo pelo volume tecidual (BV/TV)

4 semanas
Grupo n Média Desvio Padrao
OVX 4 14.02% +2.079
SHAM 4 32.931° +3.427

Fonte: Do Autor.

Nota: Letras diferentes denotam diferencas estatisticas entre os grupos (p < 0,05). * test t-
Student., “"Caracterizagio osteoporose.

Figura 5 - Médias e desvio padrdo dos dados microtomograficos da porcentagem do volume
6sseo pelo volume tecidual (BV/TV) dos animais OVX e SHAM. ™™
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Nota: Letra diferentes denotam diferencas estatisticas entre os grupos (p < 0,05). * test t-
Student., “"Caracterizagdo osteoporose.

Figura 6 — Imagens da caracterizacdo da osteoporose ap0s procedimento ovariectomia

OVvX

SHAM

Fonte: Do autor.

Nota: Grupo OV X (Ovariectomizada) — Baixa densidade 6ssea. Planos: A-Sagital; B-Coronal;
C-Reproducéo trabeculado 6sseo.
Grupo SHAM (cirurgia ficticia) — Densidade dssea normal. Planos: A-Sagital; B-
Coronal; C-Reproducdo do trabeculado 6sseo.
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4.6 ANALISE MICROTOMOGRAFICA DO DEFEITO OSSEO NA CALVARIA

As imagens também foram adquiridas por meio do aparelho de uCT (SkyScan, Kontich,
Belgica modelo 1272) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) e operacionalizado por

apenas um operador, para padronizagao das imagens (FIGURA 7).

4.6.1 Aquisicdo das imagens

Os parédmetros de escaneamento utilizados no microtomégrafo Skyskan 1272 foram
tamanho pixel de 10 um, voltagem de 70 kV, corrente elétrica de 142 uA e filtro de aluminio
de 0,5 mm, em 180°. As imagens resultantes foram reconstruidas tridimensionalmente (3D)
com tamanho de voxel de 10 um?® utilizando o software NRecon® (versdo 1.6.10.4, Bruker,
Bélgica) e posteriormente as imagens renderizadas foram submetidas & anélise morfométrica
utilizando o software CT Analyser®(CTan) (versdo 1.15.4.0, Bruker, Bélgica).

Os softwares CTan®, Dataviewer® e Ctvox® foram utilizados para a visualizacio
tridimensional e a analise qualitativa e quantitativa da anatomia da regido do defeito 6sseo
criado. A utilizagdo completa dos softwares para analise quantitativas SkyScan® 2D/3D e
visualizagdes em 3D propiciou identificar e determinar a reparacdo 6ssea em cada grupo
avaliado.

Os espécimes (calvaria) foram posicionados e fixados no porta-amostra (Figura 7 C, D)
apropriado para o equipamento, utilizando cera utilidade, a fim de permitir maior estabilizacdo
do espécime e prevenir qualquer movimentacao durante o escaneamento. Apds 0 escaneamento,
as projecdes microtomograficas foram reconstruidas utilizando o software Nrecon®. Para isso,
uma margem de seguranca de 2 mm acima do inicio do defeito dsseo criado e composta por
cerca de 680 a 780 fatias até alcancar o término do defeito 6sseo avancando 2 mm abaixo
(FIGURA 8).
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Figura 7 - Imagens Microtomdgrafo e software de captacdo

TEME O s ounaaedE 3 LY o . TEME O aw on ;1 v TIAE

Fonte: Do autor

Notas: (A, B) Microtomdgrafo e datacenter; (C,D) Porta Amostra e espécime fixado e suporte;
(E,F) Software para escaneamento e captura
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Figura 8 - Imagem da tela inicial do software NRecon®. Definindo a area a ser reconstruida da regido do defeito, sendo 2 mm acima e 2 mm abaixo
do defeito dsseo criado, gerando aproximadamente 680 a 780 fatias.
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4.6.2 Processamento das imagens

Apds a captura e renderizacdo das imagens pelo software NRecon®, as imagens foram
processadas pelo software Dataviewer® para correcdo e posicionamento dos planos transaxial,
sagital e coronal visto na Figura 9. O plano coronal foi selecionado para analise das imagens
pois permite selecionar todo o didmetro do defeito. Com isso foi possivel determinar um ROI
de 6 mm de didmetro sobre o defeito critico. A seguir, as imagens reposicionadas foram salvas

para posterior analise microestrutural pelo software CTan®.

Figura 9 - Imagem da tela inicial do software Dataviewer®. Correc¢io e posicionamento dos
planos transaxial, sagital e coronal. A) plano coronal; B) plano transaxial; ¢) plano
sagital.
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Fonte: Do autor.
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4.6.3 Analise das imagens

Ap0s o reposicionamento e selecdo do plano coronal, foi feita a analise das imagens
pelo software CTan® Desta forma foi possivel quantificar estruturalmente nas imagens
microtomograficas obtidas o tecido ésseo mineralizado neoformado utilizando parametros
volumeétricos (area, distancia, percentual, volume das estruturas) e parametros de densidade
Ossea (espessura trabecular, distancia entre as trabéculas e numero de trabéculas). Tais
pardmetros seguem os adotados pela Sociedade Americana de Pesquisa Ossea e Mineral
(ASBMR) (DEMPSTER et al., 2013; PARFITT et al., 2009). As imagens iniciais geradas pelo
microtomografo foram processadas em formato bidimensional (2D) por meio de agrupamentos
de pixels no formato de linhas com espessura de 0,020 mm (10um) cada. Para efetuar a analise
volumétrica, o software previamente unifica todas as linhas selecionadas e através da
binarizacdo da imagem e selecdo do ROI gera uma imagem tridimensional (3D) por meio de

um agrupamento de voxels.

4.6.3.1 Selecdo dos cortes microtomograficos (slices) do defeito critico na imagem (plano

coronal)

Para a realizacdo da binarizagdo das imagens e selecdo do ROI, os cortes
microtomograficos relacionados a area do defeito foram selecionados e agrupados em cada
imagem dos diferentes espécimes. Esta selecdo foi realizada pela marcacdo do corte
microtomograficos correspondente ao inicio do defeito dsseo (Top) (FIGURA 10) até a linha
final desse (Bottom) (FIGURA 11). Para existir uma padronizagdo do tamanho da &rea de
interesse a ser analisada, todas as imagens tiveram 0 mesmo numero de cortes
microtomograficos. O nimero de 100 cortes foi estabelecido pela média de cortes de todas as

imagens e foi utilizado para a leitura do software.
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Figura 10 - Imagem da tela CTan® utilizada para determinacéo e selecdo dos cortes microtomograficos. Selecédo do corte inicial utilizando a opgao
Set the top of selection.
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Figura 11 - Imagem da tela CTan® utilizada para determinagdo e selecdo dos cortes microtomograficos. Selecdo do corte final utilizando a opgéo Set
the bottom of selection.
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4.6.3.2 Binarizacdo das imagens.

Posteriormente, foi realizada a binarizacdo da imagem, para que o software pudesse
fazer a leitura dos pixels mediante a um ajuste fino da escala de cinza (gray threshold). O valor
de cinza de uma imagem € proporcional ao coeficiente de atenuacao linear do tecido. A escala
dos valores de cinza no software de analise varia de 0 a 255. No presente estudo, a sele¢do do
threshold para as 100 imagens foi realizada visualmente por compara¢do com a imagem
original de acordo a metodologia descrita por Bouxsein et al., (2010) variando uma escala de
cinza. Dessa maneira era possivel diferenciar o tecido duro mineralizado do tecido mole,
principalmente dentro do defeito critico de 6 mm. Assim os pixels marcados em branco
representaram o tecido 6sseo mineralizado ou biomaterial, enquanto que os pixels marcados em
preto representaram o tecido ndo mineralizado. Seguindo esta metodologia foi possivel

identificar o 0sso neoformado, o biomaterial Bio-Oss® e o tecido mole.

Figura 12 - A) Imagem original, B) Imagem binarizada com threshold correto, C) Imagem
binarizada com threshold elevado, D) Imagem binarizada com threshold baixo.

Fonte: Bouxsein et al., (2010).

A densidade do biomaterial presente € maior quando comparado a estrutura éssea
neoformada. Logo para a identificacdo dos biomateriais foi utilizado threshold de 152 até 255
(FIGURA 13). Para identificacdo do osso neoformado, a threshold de 60 até 152 forma
utilizados (FIGURA 14). Valores de thresholds entre 0 e 60 correspondiam aos tecidos mole e

espacos vazios.
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Figura 13 - Imagem da tela CTan® utilizada para selecdo dos threshold (biomaterial). As setas vermelhas indicam o histograma e os valores
selecionados para a imagem em destaque. Sendo que os valores de cinza estdo entre a média de 152 a 255.
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Figura 14 - Imagem da tela CTan® utilizada para sele¢do dos threshold (0sso neoformado). As setas vermelhas indicam o histograma e os valores
selecionados para a imagem em destaque. Sendo que os valores de cinza estdo entre a média de 60 a 152.
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4.6.3.3 Selecéo e defini¢do das ROIs

Ap0s a binarizacdo das imagens foi definida uma ROI no formato circular no plano
coronal, apresentando um diametro médio de 6,0 mm correspondente ao tamanho do defeito
6sseo confeccionado na calvaria do animal. A determinacdo das ROIs serviu para analise e
leitura do software ocorresse apenas nas areas selecionadas (FIGURA 15).

Posteriormente a selecdo e posicionamento correto da ROI, foi aplicado comando no
software para aplicar estas dimensfes em todas os 100 cortes microtomograficos selecionados
previamente. Deste modo foi transformada um ROI em um VOI (Volume de interesse 0sseo)
tridimensional, por meio da unido dos pixels de cada ROI em todas os cortes selecionados,
convertendo-os em voxels isotropicos de 10 ym?. Assim, o software pode fazer a leitura dos
voxels e produzir dados volumétricos das regifes selecionadas e das diferentes estruturas

analisadas (biomaterial, 0sso neoformado).

Figura 15 - Imagem da tela CTan® utilizada para selecdo dos ROIs. Seccdo circular de 6 mm
diametro, correspondendo ao tamanho do defeito 6sseo criado.

E‘, am 43 dox _bio_oss 4 semanas._rec_rs2_cor00000466.omp - CTAn » &) PX
View Image Reg Help

—r——
MA@ W Beim @ XB @& 82a &
® Fegions cfineres | B Binary selection | I Custom processing | 78 Ciipbosrd images

ROItype

L 325 = 6smm Centar align
fotom 79 & 16mm —r—
widh 300 A 60mm gty |

Heght 300 | 6omm concel |

Ol 600X 600 (mm) Q@ 160% & 92/716

Fonte: Do autor



56

4.6.4 Andlise em 3D — Obtencdo dos paréametros volumétricos e de densidade

Apos a formacdo dos VOIs, realizou-se a analise morfoldgica em 3D, adotada pela

ASBMR. Os VOIs foram submetidos ao processamento pelo software, que como resultado
gerou os parametros volumétricos e de densidade 6ssea (BOUXSEIN et al., 2010; DEMPSTER
etal., 2013; PARFITT et al., 2009):

1-Parametros volumétricos:

Volume o6sseo (BV): quantidade de voxels presentes apenas no tecido ésseo
mineralizado, expresso em mm3;
Superficie 6ssea (SO): quantidade de pixels presentes apenas em 0sso neoformado na

superficie, expresso em mm?.

2-Parametros de densidade 6ssea:

Espessura trabecular (Tb.Th): média da espessura das trabéculas, expressa em mm,
determinada pelo didmetro méaximo de esferas que se enquadram dentro da trave dssea
(FIGURA 16);

Distancia entre as trabéculas (Th.Sp): média da distancia entre as trabéculas expressa
em mm, determinada pelo didmetro maximo de esferas que se enquadram entre as traves
osseas (FIGURA 16);

Numero de trabéculas (Th.N): mensuracdo da média do nimero de trabéculas por

unidade de comprimento, expresso em 1/mm.

Figura 16 - Representacdo esquematica do método em 3D. Aplicacédo das esferas para calcular

aTh.The Tp.Sp.

Fonte: Bouxsein et al., (2010).
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4.6.4.1 Analise estatistica — Analise microtomografica

Os resultados de cada parametro (BV, SO, Th.Th, Th.Sp e Th.N) produzidos pelo
software CTan foram submetidos a analise estatistica para obtencdo da média, desvio padréo,
minimo e méximo. Apds a confirmacdo da normalidade dos dados utilizando o teste Shapiro-
Wilk, os dados das médias dos parametros de todos os grupos foram submetidos ao teste de
analise de variancia (ANOVA) e complementados pelo teste Tukey que foi utilizado para a
comparacao entre os diferentes grupos, com nivel de significancia 5%. Depois foram realizadas
as correlacdes de cada parametro intergrupo, por meio do coeficiente de Spearman. O valor do
coeficiente de correlagcdo (r) varia de -1,0 a +1,0 onde o zero significa auséncia total de
correlacdo. O coeficiente de correlacdo entre 0,3 e 0,5 indica correlacéo fraca, entre 0,5 e 0,7
moderada e acima de 0,7 a correlacdo é elevada. A correlacdo pode ser positiva (0 aumento de
uma variavel, aumenta a outra) ou negativa (0 aumento de uma variavel, diminui a outra). Em
seguida foi aplicado um modelo de regressdo linear. Toda a analise estatistica foi realizada por
meio do software GraphPad Prism 6 (San Diego, CA, USA) e todos os testes estatisticos desse

estudo foram aplicados ao nivel de confianca de 95%.

4.7 PROCESSAMENTO DAS CALVARIAS

Ap0s as captacdes microtomogréaficas, os espécimes foram processados, as pecas que
estavam fixadas em formol tamponado a 10% (pH7) (Merck, HE, Alemanha) foram lavadas em
agua corrente e a descalcificacdo foi realizada em solucdo de acido etilenodiaminotetracético
(E.D.T.A) a 18% (Ludwig Biotecnologia Ltda, Alvorada, Rio Grande do Sul, Brasil).
Posteriormente a descalcificagdo inicial, os espécimes foram divididos no sentido longitudinal
em dois blocos, tendo como referéncia exatamente o centro do defeito cirargico original,
usando-se 0s maiores eixos de cada marcagdo de iondmero de vidro com formato de “L” como
referéncia. Ainda assim, foram realizados cortes transversais que tangenciaram o menor eixo
de ambas as marcacgdes em “L”, de modo que cada espécime possuisse 10 mm de extensdo no
sentido longitudinal (FIGURA 17). Este procedimento, permitiu determinar precisamente 0S
limites do defeito cirurgico original. Uma descalcificacdo adicional foi necessaria e
posteriormente as pecas foram processadas e incluidas em parafina. Cortes seriados no sentido
longitudinal da pega com seis micrometros de espessura foram realizados, iniciando a partir do
centro do defeito cirdrgico original. Os cortes foram corados pela técnica da Hematoxilina e

Eosina (HE) para a analise microscopica.
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Figura 17 - Representacdo esquematica do processamento das calvérias.

Fonte:Adaptado de Messora et al., (2008).

Notas: (A) Corte longitudinal ao longo eixo da linha central (Y) do defeito de tamanho critico.
(B) Cortes transversais (X). (C) Dimensdes do espécime a ser embebido em parafina.

4.8 ANALISE HISTOMETRICA

Os cortes histologicos foram selecionados de maneira que o defeito cirdrgico original
pudesse ser avaliado histometricamente em toda a sua extensao. As imagens foram capturadas
por meio de uma camera digital (Axiocam MRc 1.4Mb — Carl Zeiss, Gottingenm, Alemanha)
acoplada a um microscépio éptico binocular (Axio Lab — Carl Zeiss, Gottingenm Alemanha)
com um aumento original de 10x (lente objetiva N — Achoroplan) e salvas em computador. A
analise histomorfométrica foi realizada com o auxilio de um software Image J 1.48 (National
Institute of Mental Health, Maryland, EUA). O programa permitiu o célculo da area de
formacdo 6ssea. Os seguintes critérios baseados nos trabalhos de Melo et al., (2005), Messora
et al., (2007) e Silva et al., (2016) foram utilizados para padronizar a analise histométrica das
imagens digitalizadas:

A) A éarea total (AT) a ser analisada correspondeu a area total do defeito cirargico. Esta
area foi determinada pela identificacdo das superficies interna e externa da calvaria

original nas margens direita e esquerda do defeito cirargico. Estas superficies foram
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conectadas com linhas desenhadas seguindo suas curvaturas. Foram entdo medidos a
partir das extremidades dos espécimes 2 mm em direcdo ao centro do defeito para
estabelecer os limites do defeito cirurgico original. A altura da area total foi
determinada de acordo com a espessura da calota craniana. A area de 0sso (AO) foi
delineada dentro dos limites da area total (AT) (FIGURA 18).

B) A AT foi medida em um? e considerada 100% da area a ser analisada. A AO também

foi medida em um? e calculada como porcentagem de AT.

C) As particulas remanescentes de Bio-Oss® foram medidas em um? e calculada como
porcentagem de AT.

Figura 18 — Andlise histométrica — Padronizacdo do defeito para analise histométrica.

Foto: Autor

Nota: Utilizando o software Image J, com o estabelecimento da area total (AT) do defeito
cirtrgico (linhas em preto), considerando um comprimento total de 6 mm e uma altura
de acordo com a espessura da calota craniana. No interior da area total, foi delimitada a
area de 0sso neoformado (AQO) no defeito (linha azul).

4.8.1 Andlise estatistica

A éarea de neoformacéo d6ssea ou area de 0sso (AO) foi representada pela porcentagem
da area de novo osso em relacdo a area total do defeito cirdrgico, envolvendo os cortes
histoldgicos localizados em toda a extensdo do defeito cirtrgico original. Os dados obtidos
referentes aos 5 grupos: SHAM, OVX-CS, OVX-BIO, OVX-DOX e OVX-BODOX nos 2
periodos de avaliacdo (4 e 8 semanas) foram submetidos a testes paramétricos na analise
inferencial dos dados. Apoés a avaliacdo da normalidade dos dados através do teste de Shapiro-
Wilk, estes foram submetidos ao teste de ANOVA e complementado pelo teste de Tukey que
foi utilizado para a comparacdo entre os grupos em diferentes periodos experimentais. Na

analise intragrupo variando-se 0s periodos experimentais na analise histométrica, foi utilizado
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0 teste t-Student para analise inferencial dos dados. O software GraphPad Prism 6 (San Diego,
CA, USA) foi utilizado para analise estatistica desse estudo e todos os testes estatisticos desse

estudo foram aplicados ao nivel de confianga de 95%.
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5 RESULTADOS

Os animais se mantiveram saudaveis durante todo o periodo experimental (4 ou 8
semanas), demonstrando boa tolerabilidade ao procedimento cirargico e auséncia de sinais de

infecgdo apos as intervengdes.

5.1 AVALIACAO MICROTOMOGRAFICA QUALITATIVA

As imagens microtomogréficas representativas dos espécimes de cada grupo nos
periodos de 4 e 8 semanas sao apresentados nas Figuras 19 e 20, respectivamente.

5.1.1 Periodo de 4 semanas

As imagens microtomograficas qualitativas dos espécimes dos grupos estudados no
periodo de 4 semanas, mostraram neoformacao 6ssea nas bordas do defeito cirdrgico em sentido
ao centro do defeito. A neoformacdo dssea foi discreta e restrita as margens do defeito nos
grupos OVX-CS, SHAM (FIGURA 19 - A, B, C, D), no grupo OVX-DOX (FIGURA 19 - G,
H), visualmente, houve uma maior neoformacdo Gssea em relacdo aos grupos OVX-CS e
SHAM. Os grupos OVX-BIO e OVX-BODOX apresentaram uma neoformacdo éssea mais
evidente, além da presenca de particulas de Bio-Oss® circunscritas por pequenas porcdes de
0sso neoformado (FIGURA 19 - F, I, J).
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Figura 19 - Imagens Microtomograficas Calvaria com defeito critico dos grupos estudados no
periodo de 4 semanas.
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|

Fonte: Do autor.

Nota: Imagens microtomogréaficas - reconstrucdo em projecdo de méaxima intensidade (MIP)
(A, C, E, G e l). Reconstru¢do microtomograficas, visdo em plano coronal do defeito
critico, delimitacdo da area do defeito critico (mascara circular), areas em vermelho

correspondente ao 0sso neoformado e a areas em roxo representam as particulas de Bio-
Oss® remanescentes (B, D, F, He J).
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5.1.2 Periodo de 8 semanas

As imagens microtomograficas dos espéecimes dos grupos estudados no periodo de 8
semanas, mostraram neoformacéo 6ssea nas bordas do defeito cirirgico em sentido ao centro
do defeito, com discreto aumento em relagdo ao periodo anterior de 4 semanas. A neoformacao
Ossea também foi discreta e restrita as margens do defeito nos grupos OVX-CS, SHAM
(FIGURA 20 - A, B, C, D). No grupo OVX-DOX (FIGURA 20 - G, H) houve uma maior
neoformacdo 6ssea em relacdo ao periodo anterior e se aproximou aos grupos OVX-BIO e
OVX-BODOX, que apresentaram uma neoformacao 6ssea mais evidente, além da presenca de
particulas de Bio-Oss® circunscritas por pequenas por¢oes de osso neoformado (FIGURA 20
-E, F, leld).
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Figura 20 - Imagens Microtomograficas Calvaria com defeito critico dos grupos estudados no
periodo de 8 semanas

OoVX-BIO

OVX-BODOX
8 SEM

%3

Fonte: Do autor.

Nota: Imagens microtomogréaficas - reconstrucdo em projecdo de méaxima intensidade (MIP)
(A, C, E, G e l). Reconstru¢do microtomograficas, visdo em plano coronal do defeito
critico, delimitacdo da &rea do defeito critico (méscara circular), areas em vermelho

correspondente ao 0sso neoformado e a areas em roxo representam as particulas de Bio-
Oss® remanescentes (B, D, F, He J).
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5.3 ANALISE MICROTOMOGRAFICA QUANTITATIVA E ESTATISTICA

A normalidade dos dados foi verificada. As médias percentuais e os desvios-padrdes
para todos 0s grupos e periodos (4 e 8 semanas), assim como o resultado da comparacao entre
0s mesmos foram calculados.

A porcentagem de formacdo éssea levando-se em conta 0 Volume 6sseo (BV) e
Superficie Ossea (SO) e os parametros relacionados a densidade Gssea através das medidas
trabeculares: Espessura trabecular (Th.Th), Distancia entre as trabéculas (Th.Sp), Numero de
trabéculas (Th.N) estdo no APENDICE A.

5.3.1 Volume 6sseo (BV)

As médias de volume 6sseo (BV) neoformado, em mm?3, o desvio padrio e as diferengas
estatisticas em relacdo aos periodos experimentais estdo apresentadas na Tabela 2. Observou-
se gque a maior média de BV em ambos periodos (4 e 8 semanas) foi encontrada no grupo OV X-
BIO, correspondendo a 6,030 mm?3 e 5,504 mm?, respectivamente (TABELA 3).

Tabela 3 - Médias, desvio padrdo e diferencas estatisticas dos dados microtomogréficos
relacionados ao pardmetro volume 6sseo (BV), em mm? segundo os periodos
experimentais

| 4 semanas | 8 semanas
Grupo n Média Desvio Padrao n Média Desvio Padrdo
SHAM 3 1.3650% +1.165 3 1.1710%4 +0.9633
OVX-CS 3 1.1740% +1.189 3 1.6470%A +0.7559
OVX-DOX 3 1.3254% +0.183 3 3.2035%A +1.7192
OVX-BIO 3 6.0300°A +1.927 3 5.5041°A +0.3318
OVX-BODOX 3 3.3010%A +3.683 3 3.2420%A +2.2467

Fonte: Do autor.

Nota: As letras minusculas em cada coluna representam as diferencas estatisticas entre 0s
grupos em cada periodo (p < 0,05). As letras maiusculas em cada linha representam as
diferencas estatisticas no mesmo grupo entre os periodos de 4 e 8 semanas (p < 0,05)
segundo o teste Tukey.

Apbs a submissdo dos dados da microtomografia relacionados ao parametro BV a
andlise de variancia (ANOVA), foi observada diferenca estatisticamente significante entre os
dados nos periodos experimentais de 4 semanas (p=0,0096) e 8 semanas (p=0.0006). Portanto,
foi realizado o teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia para poder observar entre quais

grupos e periodos ocorreram estas diferengas (TABELA 3).
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No periodo experimental de 4 semanas o BV no grupo OVX-BIO (6,0300 mm?3) foi
estatisticamente maior (p < 0,05) do que os encontrados nos grupos SHAM e OVX-CS (1,3650
mm? e 1,1740 mm?, respectivamente) e OVX-DOX (1.3254 mm?). Observou-se também que o
volume 6sseo entre 0s grupos OVX-BIO e OVX-BODOX nao mostram diferencas significantes
(p > 0,05) (FIGURA 21).

Figura 21 - Médias e desvio padrdo do Volume 6sseo (BV) neoformado (mmq) dos grupos
avaliados no periodo de 4 semanas.
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Fonte: Do autor

Nota: Letras diferentes em cada coluna representam as diferencas estatisticas entre os grupos
no periodo (p < 0,05).

De forma semelhante no periodo experimental de 8 semanas, a maior média de BV foi
observada no grupo OVX-BIO (5,5041 mm?), sendo esta estatisticamente maior que no grupo
SHAM (1.171 mm?®) (p < 0,05). Entre os grupos OVX-CS (1,6470 mm?®), OVX-BIO (5.5041
mm?), OVX-DOX (3.2035 mm?®) e OVX-BODOX (3.2420 mm®) ndo foram encontradas
diferencas estatisticamente significantes no periodo experimental de 8 semanas (p > 0,05),
embora numericamente o BV 06sseo foi observado nos espécimes do grupo OVX-BIO
(FIGURA 22).
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Figura 22 - Médias e desvio padrdo do Volume 6sseo (BV) neoformado (mm3) dos grupos
avaliados no periodo de 8 semanas.
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Fonte: Do autor.

Nota: Letras diferentes em cada coluna representam as diferencas estatisticas entre os grupos
no periodo (p < 0,05).

A anélise intragrupo ndo apresentou diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05)

ao variar-se o0s periodos de avaliacdo entre 4 e 8 semanas (FIGURA 23).

Figura 23 - Médias e desvio padrdo do Volume 6sseo (BV) neoformado (mmq) dos grupos
avaliados no periodo de 4 e 8 semanas.
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Fonte: Do autor.

Nota: ** representam as diferencas estatisticas entre os periodos de 4 e 8 semanas (intragrupo)
(p < 0,05). “Anélise estatistica t-Student.

5.3.2 Superficie 6ssea (SO)
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Os resultados da média da superficie dssea (SO) neoformada, medida em mm?, o desvio-
padrdo e as diferencas estatisticas em relacéo aos periodos experimentais estdo apresentados na
Tabela 4. Observou-se que a maior média de SO em ambos periodos (4 e 8 semanas) foi
encontrada no grupo OV X-BIO, correspondendo a 86.961 mm? e 63.794 mm? respectivamente
(TABELA 4).

Tabela 4 - Médias, desvio padrdo e diferencas estatisticas dos dados microtomogréficos
relacionados ao parametro superficie 6ssea (SO) segundo o0s periodos
experimentais

4 semanas 8 semanas
Grupo n  Média Desvio Padrao n Média Desvio Padréo
SHAM 3 26.329%A +7.878 3 23.951% +13.312
OVX-CS 3 19.789%A +10.160 3 29.508%4 +7.958
OVX-DOX 3 39.012%4 +8.925 3 49.835% +11.936
OVX-BIO 3 86.960A +7.954 3 63.794% +4.499
OVX-BODOX 3 27.622% +10.299 3 48377 +17.214

Fonte: Do autor.

Nota: As letras minusculas em cada coluna representam as diferencas estatisticas entre 0s
grupos em cada periodo (p < 0,05). As letras maitsculas em cada linha representam as
diferencas estatisticas no mesmo grupo entre os periodos de 4 e 8 semanas (p < 0,05)
segundo o teste Tukey.

Apo6s a submissdo dos dados da microtomografia relacionados ao parametro SO a
analise de variancia (ANOVA), foi observada diferenca estatisticamente significante entre os
dados nos periodos experimentais de 4 semanas (p=0.0007) e 8 semanas (p=0.0825). Logo
entdo foi realizado o teste de Tukey a 5% de significancia para poder observar entre quais

grupos e periodos ocorreram estas diferencas (TABELA 4).

Na avaliacdo dos periodos separadamente, observou-se que no periodo experimental de
4 semanas a SO neoformada no grupo OVX-BIO (86.961 mm?) foi maior e com diferenca
estatisticamente significante (p < 0,05) do que as encontradas nos grupos SHAM (26.3285
mm?), OVX-CS (19.7887 mm?), OVX-DOX (39.012 mm?) e OVX-BODOX (27.6224 mm?)
(FIGURA 24).
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Figura 24 - Média e desvio padrdo da superficie 6ssea (SO) neoformada (mm?) dos grupos
avaliados no periodo de 4 semanas.
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Nota: Letras diferentes em cada coluna representam as diferencas estatisticas entre os grupos
no periodo (p < 0,05).

De forma semelhante no periodo experimental de 8 semanas, a maior média de SO foi
observada no grupo OVX-BIO (63.794 mm?), porém, ndo ocorreu diferenca estatisticamente

semelhante aos demais grupos avaliados (p > 0,05) (FIGURA 25).
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Figura 25 - Médias e desvio padrdo da superficie dssea (SO) neoformada (mm?) dos grupos
avaliados no periodo de 8 semanas.
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Nota: Letras diferentes em cada coluna representam as diferencas estatisticas entre os grupos
no periodo (p < 0,05).

A andlise intragrupo mostrou diferenca estaticamente significante no grupo OVX-BIO
(p < 0,05), nos demais grupos nao ocorreu diferencas estatisticamente significantes (p > 0,05)

ao variar-se 0s periodos de avaliacdo entre 4 e 8 semanas (FIGURA 26).

Figura 26 - Médias e desvio padrdo da superficie dssea (SO) neoformada (mm?) dos grupos
avaliados no periodo de 4 e 8 semanas. ~
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Fonte: Do autor.

Nota: ** representam as diferencas estatisticas (intragrupo) entre os periodos de 4 e 8 semanas
(p < 0,05). “Anélise estatistica t-Student.
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5.3.3 Espessura Trabecular (Tb.Th)

As médias e desvios padrdo da Espessura Trabecular (Th.Th), medidas em mm, em
relacdo aos periodos experimentais estdo apresentadas na Tabela 5. Observa-se que a maior
média de Th.Th no periodo de 4 semanas foi encontrada no grupo OVX-BODOX (0.1748 mm)
e no periodo de 8 semanas 0 grupo OVX-DOX (0.2021 mm) apresentou a maior média
(TABELA 5).

Tabela 5 - Médias e desvio padrdo dos dados microtomograficos relacionados ao parametro
espessura trabecular (Th.Th) segundo os periodos experimentais

4 semanas 8 semanas
Grupo n  Média Desvio Padrao n Média Desvio Padréo
SHAM 3 0.1421%4 + 0.03942 3 0.1622% +0.0707
OVX-CS 3 0.1401* +0.03273 3 0.2018* +0.0498
OVvX-DOX 3 0.1476% + 0.04390 3 0.2021% +0.0347
OVX-BIO 3 0.1656%* %+ 0.00390 3 0.1841% + 0.0098
OVX-BODOX 3 0.1748% + 0.02219 3 01711+ + 0.0225

Fonte: Do autor.

Nota: As letras minUsculas em cada coluna representam as diferencas estatisticas entre o0s
grupos em cada periodo (p < 0,05). As letras maiusculas em cada linha representam as
diferencas estatisticas no mesmo grupo entre os periodos de 4 e 8 semanas (p < 0,05)
segundo o teste Tukey.

Ap0s a submissdo dos dados da microtomografia relacionados ao parametro Th.Th a
analise de variancia (ANOVA), ndo foi observada diferencas estatisticamente significantes dos
dados entre os grupos no periodo de 4 semanas (p=0.5650) e também ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos no periodo de 8 semanas (p=0.704) (TABELA 5).

Na andlise intragrupo entre os periodos de 4 e 8 semanas, houve diferenca
estatisticamente significante (p < 0,05) somente no grupo OV X-BIO 4 semanas (0.1656 mm) e
OVX-BIO 8 semanas (0.1841 mm), nos demais grupos ndo houveram diferencas estatisticas

significantes (p > 0,05) (TABELA 5).

5.3.4 Numero de Trabéculas (Th.N)

As médias do numero de trabéculas (Th.N), medidas em # 0s desvios padrdo e

diferengas estatisticas em relagdo aos periodos experimentais estdo apresentados na Tabela 6.
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Foi possivel observar que a maior média do Th.N em ambos periodos (4 e 8 semanas) foi obtida

no grupo OV X-BIO, correspondendo a 0.5316 # e O.5311# respectivamente (TABELA 6).

Tabela 6 - Médias, desvio padrdo e diferenca estatistica dos dados da microtomografia
relacionados ao parametro nimero de trabéculas (Th.N) em mm, segundo 0s
periodos experimentais

4 semanas

|

8 semanas

|
Grupo n Média
SHAM 3 0.1026*
OVX-CS 3 0.1352%
OVX-DOX 3 0.1689*
OVX-BIO 3 0.5316"
OVX-BODOX 3 0.1662*

Desvio Padrao
+0.0410
+0.1121
+ 0.0567
+0.0037
+ 0.0775

Média
0.1015%
0.1382%A
0.2720%A
0.5311°A
0.3197%A

Desvio Padrao
+ 0.0862
+ 0.0426
+0.1024
+ 0.0086
+0.1969

Fonte: Do autor.

Nota: As letras minusculas em cada coluna representam as diferencas estatisticas entre o0s
grupos em cada periodo (p < 0,05). As letras maiusculas em cada linha representam as
diferencas estatisticas no mesmo grupo entre os periodos de 4 e 8 semanas (p < 0,05)

segundo o teste Tukey.

Apoés a submissdo dos dados da microtomografia relacionados ao Th.N & analise de

variancia (ANOVA), foi observada diferenca estatisticamente significante entre os dados nos

periodos experimentais de 4 semanas (p=0.0001) e 8 semanas (p=0.0130). Logo entdo foi

realizado o teste de Tukey a 5% de significancia para poder observar entre quais 0s grupos e

periodos ocorreram estas diferengas (TABELA 6).

Na avaliacdo no periodo de 4 semanas, observou-se que a maior média do Th.N foi no

grupo OVX-BIO (0.5316 ﬁ) e esta foi estatisticamente maior (p < 0,05) do que os outros

grupos avaliados (SHAM, OVX-CS, OVX-DOX, OVX-BODOX) (FIGURA 27).
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Figura 27 - Médias e desvio padrdo do numero de trabéculas neoformadas (Th.N) em # dos
grupos avaliados no periodo de 4 semanas.
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Fonte: Do autor.

Nota: Letras diferentes em cada coluna representam as diferencas estatisticas entre 0s grupos
no periodo (p < 0,05).
De forma semelhante no periodo experimental de 8 semanas, a maior média Th.N foi
observada no grupo OVX-BIO (0.5311 ﬁ), sendo esta estatisticamente maior (p<0,05) que
nos grupos SHAM e OVX-CS (0.1015 ﬁ e 0.1382 ﬁ respectivamente). Entre os demais

grupos nao foram encontradas diferencas estatisticamente significantes (p > 0,05) (FIGURA
28).
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Figura 28 - Médias e desvio padrdo do numero de trabéculas neoformadas (Th.N) em # dos
grupos avaliados no periodo de 8 semanas.
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Nota: Letras diferentes em cada coluna representam as diferencas estatisticas entre 0s grupos
no periodo (p < 0,05).

A anélise intragrupo nédo apresentou diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05)
ao variar-se os periodos de avalia¢do entre 4 e 8 semanas (FIGURA 29).

Figura 29 - Médias e desvio padrdo do numero de trabéculas neoformadas (Th.N) em # dos
grupos avaliados no periodo de 4 e 8 semanas. *
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Fonte: Do autor.
Nota: Letras diferentes em cada coluna representam as diferencas estatisticas (intragrupo) entre
os periodos de 4 e 8 semanas (p < 0,05). “Analise intragrupos; teste -t Student.
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5.3.5 Separacéo trabecular (Th.Sp)

As médias da separacdo das trabéculas (Th.Sp), medidas em mm, os desvios padrdo e
diferencas estatisticas em relacdo aos periodos experimentais, pode-se observar que a menor
média encontrada tanto no periodo de 4 e 8 semanas foi obtida no grupo OVX-BIO,
correspondendo a 0.6798 mm e 0.7432 mm respectivamente (TABELA 7). Neste parametro
analisado, a menor media corresponde a um 0sso com maior densidade, ocasionando uma

menor separacdo trabecular.

Tabela 7 — Média, desvio padrdo e diferencas estatisticas dos dados da microtomografia
relacionados ao parametro separacdo trabecular (Th.Sp) segundo os periodos
experimentais

‘ 4 semanas ‘ 8 semanas
Grupo n Média Desvio Padrao n Média Desvio Padrao
SHAM 3 1.3740%A +0.3046 3 1.5760% +0.1620
OVX-CS 3 1.5380% +0.2865 3 1.4790% +0.1290
OVX-DOX 3 1.3990%A +0.1578 3 1.2230%A +0.1003
OVX-BIO 3 0.6798" +0.1252 3 0.7432A +0.0185
OVX-BODOX 3 1.0130%A +0.4792 3 1.0950%A +0.4528

Fonte: Do autor.

Nota: As letras minusculas em cada coluna representam as diferencas estatisticas entre os
grupos em cada periodo (p < 0,05). As letras mailsculas em cada linha representam as
diferencas estatisticas no mesmo grupo entre os periodos de 4 e 8 semanas (p < 0,05)
segundo o teste Tukey.

Apo6s a submissdo dos dados da microtomografia relacionados ao parametro separacdo
das trabéculas (Th.Sp) a andlise de variancia (ANOVA), foi observada diferenca estatistica
entre os dados no periodo experimental de 4 semanas (p=0,0176) e no periodo de 8 semanas
(p=0.213). Logo entéo foi realizado o teste de Tukey a 5% de significancia para poder observar
entre quais periodos ocorreram estas diferengas (TABELA 7).

Na avaliacdo do periodo experimental de 4 semanas, a Th.Sp no grupo OVX-BIO
(0.6798 mm) foi significativamente menor (p < 0,05) do que aquela encontrado nos grupos
OVX-DOX e OVX-CS (1.3987 mm e 1.5378 mm, respectivamente). Entre os demais grupos
ndo foram encontradas diferengas estatisticas significantes (p > 0,05) (FIGURA 30).
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Figura 30 — Médias e desvio padrdo da separagdo trabecular (Th.Sp) em mm, dos grupos
avaliados no periodo de 4 semanas.
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Fonte: Do autor.

Nota: Letras diferentes em cada coluna representam as diferencas estatisticas entre 0s grupos
no periodo (p < 0,05).

De forma semelhante no periodo experimental de 8 semanas, a menor média relacionada
a Th.Sp foi observada no grupo OV X-BIO (0.7432 mm), sendo esta estatisticamente menor que
a média dos grupos SHAM e OV X-CS (1.5756 mm e 1.4790 mm, respectivamente) (p < 0,05).
Entre os demais grupos ndo houve diferenca estatistica significante (p > 0,05) (FIGURA 31).
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Figura 31 — Médias e desvio padrdo da separagdo trabecular (Th.Sp) em mm, dos grupos

Separacdo Trabecular (Tp.Sp) em

mm.
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Nota: Letras diferentes em cada coluna representam as diferencas estatisticas entre 0s grupos

no periodo (p < 0,05).

A anélise intragrupo ndo apresentou diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05)

ao variar-se os periodos de avaliacdo entre 4 e 8 semanas (FIGURA 32).

Figura 32 — Médias e desvio padrdo da separacao trabecular (Tb.Sp), em mm, dos grupos

Separacdo Trabecular (Tp.Sp) em

mm.
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Nota: Letras diferentes em cada coluna representam as diferengas estatisticas (intragrupo)

entre os periodos de 4 e 8 semanas (p < 0,05). "Anélise estatistica t-Student
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5.4 CORRELAC}@ES ENTRE OS PARAMETROS VOLUMETRICOS E DE DENSIDADE
OSSEA

Foram realizadas correlagcdes entre o parametro volumétrico BV e os parametros de
densidade 0ssea, distancia entre as trabéculas (Th.Sp) e nimero de trabéculas (Th.N) por meio
do teste de Spearman. As correlagdes sdo relacbes numeéricas entre duas variaveis quantitativas
para (p < 0,05).

5.4.1 Correlacéo entre BV e Th.Sp intergrupos
Houve uma correlacdo negativa e elevada intergrupos (r=-0,9745, p=0.0001) entre o
BV e Th.Sp. Quanto maior a distancia entre as trabéculas, maior foi a presenca de espaco

medular, sugerindo um menor volume 6sseo (FIGURAS 33 e 34).

Figura 33 — Gréfico de correlacdo entre a BV e Th.Sp, anélise realizada intergrupos.
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Fonte: Do autor.
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Figura 34 — Gréafico em linhas das médias de BV e Th.Sp, analise realizada intergrupos.

8 —
¥ BV

7= @ Tb.Sp
6 —
5 —
4 —
3 —
2 =
1 —
o | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~

R S IR = e
= St o S - =% o o S
S < S 5§ S o < S 3¢ S
23 S B &= S S Kyl g &= P
S A.—\_ OA <> 4‘\* OA <>
" "

Fonte: Do autor.

5.4.2 Correlacao entre BV e Th.N intergrupos

Houve uma correlacéo positiva e elevada intergrupos (r= 0.9522, p < 0.0001) entre o
BV e Th.N. Quanto maior for o nimero de trabéculas, maior € o volume 6sseo, pressupondo
uma maior quantidade de tecido 6sseo, sugerindo uma maior densidade 6ssea (FIGURAS 35 e
36).

Figura 35 — Gréfico de correlacdo entre a BV e Th.N, analise realizada intergrupos.

r (Bv vs Tb.N) = + 0.9522, p <0.0001, n = 30

Fonte: Do autor.
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5.4.3 Correlacdo entre BV e Tb.Th intergrupos

Entre os parametros BV e Th.Th ndo ocorreu correlacdo estatisticamente significativa
(r=10,3383, p <=0,3389) (FIGURAS 36).

Figura 36 — Grafico de correlacdo entre a BV e Th.Th, analise realizada intergrupos.
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5.4.4 Modelo de Regressao

As variaveis quantitativas (Th.N e Th.Sp) apresentaram correlacbes com BV, apenas a
variavel Th.Th ndo houve correlagcdo, porém, o modelo de regressao linear simples serve para
verificar se a variavel dependente (BV) € explicada pelas variaveis independentes. Pelo método
de Stepwise, definiu-se que 75,2% da variabilidade é dependente da variavel BV. Verificou-se
também, que a distribuicdo amostral dos residuos foi normal, homocedastica e que o0s erros séo

descorrelacionaveis.
5.5 ANALISE HISTOLOGICA - DESCRITIVA
As imagens microscopicas (ld&minas histologicas) dos cortes histolégicos

representativos dos espécimes de cada grupo estudado nos periodos de 4 e 8 semanas foram

apresentados nas Figuras 37 e 38.
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Nos cortes histologicos dos defeitos 6sseos em calvéria, independente do tratamento e
do tempo de reparo, observou-se a presenca de tecido de granulagdo no centro do defeito
contendo fibroblastos, fibras coladgenas delicadas e capilares sanguineos. Este apresentava-se
com infiltrado inflamatorio crénico, composto principalmente por linfocitos e macréfagos, os
quais apareciam formando células gigantes multinucleadas em vérios cortes analisados. Em
uma analise visual, o infiltrado inflamat6rio pareceu ser menos acentuado nos defeitos que
receberam o gel de Doxiciclina 10%. Nos defeitos 0sseos que receberam as particulas de Bio-
Oss® observou-se que estas estavam envolvidas por células inflamatdrias e/ou por finas fibras
colagenas, 0 que pareceu ser uma tentativa de encapsulamento dessas particulas. No entanto,
nas proximidades dessas observou-se tecido fibroso, diversos capilares sanguineos e algumas
ilhas isoladas de tecido 6sseo recém-formado. O tecido 6sseo recém-formado, quando presente,
estava localizado na maioria das vezes nas bordas do defeito e na superficie do osso da calvaria.
Este apresentava trabéculas irregulares com ostedcitos presentes na matriz 6ssea mineralizada
e osteoblastos na superficie. Osteoclastos foram raramente observados no osso recém-formado
na regido do defeito, indicando a predominancia do processo de formacéao dssea até 8 semanas

de reparo. N&@o houve o reparo completo do defeito 6sseo em nenhuma ocasiao.
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Figura 37 - Fotomicrografias de cortes representativos dos grupos estudados no periodo de 4

Semanas.
OVX-CS oo C =s

Fonte: Autor

Nota: (FC) Fibras Colagenas; (ON) Osso Neoformado; (IF) Infiltrado inflamatorio; (TN)
Tecido nervoso; (PB) Particulas de Bio-Oss.
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Figura 38 - Fotomicrografias de cortes representativos dos grupos estudados no periodo de 8

OVX-CS

OVX-BIO FC

S T
— - .

Fonte: Autor

Nota: (FC) Fibras Colagenas; (ON) Osso Neoformado; (IF) Infiltrado inflamatorio; (TN)

Tecido nervoso; (PB) Particulas de Bio-Oss.
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5.6 ANALISE HISTOLOGICA — HISTOMETRIA

A média, o desvio-padréo, e as diferencas estatisticas da porcentagem da neoformacao
0ssea (AQ) em ambos periodos (4 e 8 semanas) estao representadas na tabela 8. A porcentagem
de formacdo dssea levando-se em conta a area neoformada (AO) e os dados dos remanescentes
das particulas de Bio-Oss® estdo no APENDICE B.

Tabela 8 — Médias e desvio padrdo dos dados da histometria relacionados a porcentagem da
neoformacdo 6ssea (AO) segundo 0s periodos experimentais

4 semanas 8 semanas
Grupo n  Média Desvio Padrao n Meédia Desvio Padrao
SHAM 5 0.736* +0.281 5 1.944% +0.562
OVX-CS 5 2.7843A +1.822 5 2.9913°A 1+ 2.884
OVX-DOX 5  8.784 +2.252 5  9.542%A +6.092
OVX-BIO 5 13.592¢ +2.742 5 10.420PA 1+ 6.458
OVX-BODOX 5 4638 +2.396 5  4.708%A +1.970

Fonte: Do autor.

Nota: As letras minusculas diferentes em cada coluna representam as diferencas estatisticas
entre 0s grupos em cada periodo (p < 0,05). As letras maiusculas diferentes em cada
linha representam as diferencas estatisticas no mesmo grupo entre os periodos de 4 e 8
semanas (p < 0,05).

O resultado da anélise histométrica no periodo de 4 semanas mostrou que o grupo OV X-
BIO obteve a maior porcentagem de neoformacdo (AO) (13,592 + 2.742). Houve diferenca
estatisticamente significante (p < 0,05) entre os grupos OVX-BIO e OVX-DOX em relagdo ao
grupo SHAM. O grupo OV X-BIO também apresentou maior quantidade de 0sso que 0s grupos
OVX-CS e OVX-DOX e OVX-BODOX apo6s 4 semanas (p < 0,05). Nas demais comparacoes

ndo foram verificadas diferencas estatisticamente significantes (p > 0,05) (FIGURAS 39 e 40).
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Figura 39 — Média, desvio padréo e diferengas estatisticas da porcentagem da neoformacéo

0ssea (AO) segundo a histometria dos grupos avaliados no periodo de 4 semanas.
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Do autor.

Letras diferentes em cada coluna representam as diferencas estatisticas entre 0s grupos
no periodo (p < 0,05).

40 — Grafico Box-Plot referente a area de osso neoformado segundo a histometria entre
0s grupos avaliados no periodo de 4 semanas.
E—
SHAM OVX-CS OVX-BIO OVX-DOX OVX-BODOX
Grupos 4 semanas
Do autor.

De forma semelhante no periodo experimental de 8 semanas, os maiores valores de

neoformacédo Ossea foram verificados para o grupo OVX-BIO (10,042 + 6,458) enquanto 0s
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menores para o grupo SHAM (1,944 + 0,562). O grupo OVX-BIO apresentou diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao grupo SHAM (p < 0,05). Nas demais comparagoes

ndo foram verificadas diferencas estatisticamente significantes (p > 0,05) (FIGURAS 41 e 42)

Figura 41 — Média, desvio padréo e diferengas estatisticas da porcentagem da neoformacéo
0ssea (AO), segundo histometria, dos grupos avaliados no periodo de 8 semanas.
18 b
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16 .
14
12

10

6

4 ab
M -
0

SHAM OVX-CS OVX-DOX OVX-BIO OVX-DODOX
Grupos 8 semanas

% Area de neoformacéo 6ssea (AO)

Fonte: Do autor.

Nota: Letras diferentes em cada coluna representam as diferencas estatisticas entre 0s grupos
no periodo (p < 0,05).

Figura 42 - Gréfico Box-Plot referente a area de osso neoformado, segundo a histometria, entre
0s grupos avaliados no periodo de 4 semanas.
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Fonte: Do autor.

A média e o desvio padrdo da porcentagem de neoformacéo 6ssea nos periodos de 4 e 8
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semanas estdo representados na Figura 43. A comparacao entre os periodos de 4 e 8 semanas,
mostrou que houve aumento na porcentagem de neoformacdo 6ssea do periodo de 4 para 8
semanas apenas para o grupo SHAM (p < 0,05). Para os demais ndo houve diferenca
estatisticamente significante dentro de cada grupo variando o periodo de avaliacdo (p > 0,05)
(FIGURAS 43).

Figura 43 — Média e desvio padrdo da area de neoformacédo dssea (AO) em %, segundo a
histometria, dos grupos avaliados nos periodos de 4 e 8 semanas.

. 18 '_|
9 16
< | |
o 14
Q
@ 12
0
o 10
Z§ . —
E 6 * % )
o
E : i i
c 2
v 9 = i -
©
T
b L)z@ (,;zf(\ c)ef(\ ‘9@& (_,Qf(\ %z@ L)ef(\ ‘7@& ,350 (_gf(\
<L ™ & ™ R ™ &) ™ D ™ >
x £ N & & o+ N %\o <¢>O S a*
BN BN OS\“ 05\" S\‘Q A«\JQ A‘\: &\‘/ Q)OQ <bOQ
S S © © R\ R\
(e)

Grupos 4 e 8 semanas

Fonte: Do autor.

Nota: ** representam as diferencas estatisticas (intragrupo) entre os periodos de 4 e 8
semanas (p < 0,05), “Analise estatistica t-Student

Para melhor representacdo dos dados histométricos e microtomograficos dos resultados
encontrados, as Figuras 44 e 45 incluem as imagens representativas dos espécimes de cada
grupo, respectivamente nos periodos de 4 e 8 semanas. As imagens microtomograficas estdo
nos planos coronal e sagital. As imagens sagitais coincidem com as imagens microscopicas dos
mesmos espécimes no mesmo plano de corte. Essas imagens permitem destacar semelhancas
do osso neoformado, particulas de 0sso bovino remanescentes e 0sso nativo. Foi evidente a
maior neoformacédo 0ssea localizada nas bordas do defeito e em direcdo ao centro, sem o
completo preenchimento do defeito dsseo.

A Figura 46 mostra os dados estatisticos encontrados nas analises microtomograficas,
considerando o parametro BV/TV, e analise histométrica. Observou-se uma equivaléncia da

representacdo dos resultados.
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Figura 44 — Imagens microtomograficas e fotomicrografias de cortes (microtomograficos e

histoldgicos) representativos dos grupos estudados no periodo de 4 semanas.

Fonte: Do autor.

Nota: Grupo SHAM (A), Grupo OVX-CS (B), Grupo OVX-DOX (C), Grupo OVX-BIO (D),
Grupo OVX-BODOX (E). Cortes: 1-Microtomografico (Plano Coronal); 2-
Microtomografico (Plano Sagital); 3-Histolégico (Plano Sagital).
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Figura 45 — Imagens microtomogréaficas e fotomicrografias de cortes (microtomograficos e
histoldgicos) representativos dos grupos estudados no periodo de 8 semanas.

Fonte: Do autor.

Nota: Grupo SHAM (A), Grupo OVX-CS (B), Grupo OVX-DOX (C), Grupo OVX-BIO (D),
Grupo OVX-BODOX (E). Cortes: 1-Microtomografico (Plano Coronal); 2-
Microtomografico (Plano Sagital); 3-Histolégico (Plano Sagital).
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Figura 46 — Neoformacdo dssea avaliada pelas analises microtomogréaficos (BV) e histométrica
(AO), representativos dos grupos estudados nos periodos 4 e 8 semanas.
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Fonte: Do autor.

Nota: Resultados da analise Microtomogréafica X anélise histométrica.

5.7 ANALISE HISTOLOGICA - PARTICULAS DE BIO-0SS® REMANASCENTES

A média, desvio-padréo e as diferencas estatisticas da porcentagem dos remanescentes

das particulas de Bio-Oss® estdo representados na tabela 9 e na figura 47.

Tabela 9 — Médias e desvio padrdo dos dados da histometria relacionados a porcentagem dos
remanescentes das particulas de Bio-Oss® segundo os periodos experimentais”

4 semanas 8 semanas
Grupo n Média Desvio Padrdo n Meédia Desvio Padrao
OVX-BIO 5 15.9204 +5.192 5 14.100* 1+ 11.600
OVX-BODOX 5 13.530% +19.770 5 5.606" +5.747

Fonte: Do autor.

Nota: As letras maiusculas diferentes em cada linha representam as diferencas estatisticas no
mesmo grupo entre os periodos de 4 e 8 semanas (p < 0,05). * Teste-t de Student.
A comparag&o entre 0s periodos de 4 e 8 semanas, das particulas remanescentes de Bio-

Oss®, ndo demonstrou diferenca estatisticamente significante entre os periodos (p > 0,05).
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Contudo numericamente nos grupos de 4 semanas o0s valores foram maiores que nos grupos de

8 semanas.

Figura 47 — Média e desvio padrio das particulas remanescentes de Bio-Oss® em % dos grupos
avaliados nos periodos de 4 e 8 semanas.
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Fonte: Do autor.
Nota: As letras minusculas diferentes em cada coluna representam as diferencas estatisticas no

mesmo grupo entre os periodos de 4 e 8 semanas (p < 0,05). * Teste-t de Student.
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6 DISCUSSAO

Atualmente, a reabilitacdo oral com proteses implatosuportadas tornou-se uma das
principais alternativas de tratamento e reposicéo de dentes perdidos. Contudo, a necessidade de
se encontrar 0sso com qualidade e quantidade suficientes sdo imprescindiveis para o
profissional que busca reabilitar pacientes com implantes, principalmente se estes pacientes
possuirem desordens patoldgicas 0sseas que prejudicam e proporcionam um maior tempo de
reparacao Ossea. Apesar da existéncia de diversos substitutos 6sseos, todos apresentam
vantagens e desvantagens, o0 que justifica o grande nimero de pesquisas que buscam novos
biomateriais para esta finalidade (YIP et al., 2015). Mesmo sabendo que existem diferencas na
morfologia e metabolismo dsseo entre pacientes normais e osteoporéticos, infelizmente poucos
estudos sdo direcionados para reparacdo 0ssea e osteoporose, especialmente na utilizacédo de
biomateriais como substitutos 6sseos (DURAO et al., 2014).

Assim, para determinar se um material recentemente desenvolvido esta de acordo com
0s requisitos da biocompatibilidade, estabilidade, seguranca e previsibilidade existe a
necessidade desses serem submetidos a testes rigorosos e padronizados, tanto in vitro como in
vivo. Porém, os resultados de estudos in vitro podem ser dificeis de extrapolar para a situacédo
in vivo, a utilizacdo de modelos animais é ainda , muitas vezes um procedimento essencial que
precede o uso clinico em seres humanos (SCHMITZ; HOLLINGER, 1986; GARDEL et al.,
2014).

Como descrito previamente, este trabalho objetivou avaliar basicamente o efeito do gel
de Doxiciclina a 10%, associado ou ndo ao 0sso bovino particulado (Bio-Oss®), em defeitos
0sseos de tamanho critico na calvaria de ratas ovariectomizadas, através de analises
histométrica e microtomografica.

A utilizacdo do modelo experimental para este fim foi apropriado, j& que modelos bem
conduzidos e totalmente validados com o uso de animais, principalmente os de pequeno porte,
como ratas, sdo essenciais para o estudo comportamental bioldgico, o desenvolvimento de
novos substitutos 6sseos e a possibilidade de induzir o animal ao quadro de osteoporose através
da remocdo cirdrgica dos ovérios (KALU, 1991). Além disso, 0s animais apresentam como
vantagens o facil manejo, a prolificidade, a docilidade, o baixo consumo alimentar, a pequena
area para criacao, a fisiologia conhecida e o ciclo reprodutivo curto quando comparado a outros
animais (HISTING et al., 2011).

A inducéo da osteoporose realizada através da ovariectomia é um modelo Gtil devido ao

fato de apresentar caracteristicas de perda dssea semelhantes aquelas ocorridas na osteoporose
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em mulheres p6s-menopausa. Trata-se de um modelo pré-clinico aprovado pelo FDA para
estudar como o declinio na producao enddgena de estrogénio pelos ovarios na menopausa leva
a osteoporose pds-menopausa e como intervencdes potenciais podem preservar o metabolismo
0sseo neste estado patologico (KALU, 1991;JOHNSTON; WARD, 2015). Este modelo tem
sido utilizado em diversos estudos e atraves dele tem sido possivel avaliar, em uma condi¢éo
especifica de falha na osteogénese, o potencial regenerativo intrinseco do tecido dsseo e
também identificar o comportamento bioldgico e a eficacia dos enxertos 6sseos em situagdes
clinicas com baixos niveis de estrogénio (ERDOGAN et al., 2007; DURAO et al., 2014;
MIRON et al., 2014; VAN HOUDT et al., 2016). O periodo entre a cirurgia de ovariectomia e
0 prazo para a inducdo da osteoporose utilizado no presente estudo foi de oito semanas
conforme os estudos de Durdo et al., (2014) e Miron et al., (2014). Neste periodo, foi possivel
observar uma diminuicdo na densidade 6ssea dos animais que sofreram a ovariectomia em
comparagédo aos do grupo SHAM, conforme Tabela 2 e Figuras 5 e 6.

Os defeitos criticos em calvéria sdo muito utilizados em estudos relacionados a eficacia
de biomateriais, sendo considerado talvez, o modelo in vivo pré-clinico mais utilizado para o
estudo do comportamento de biomateriais e a capacidade de melhorar a neoformacao 6ssea
(SCHMITZ; HOLLINGER, 1986). Sdo definidos como a menor ferida intradssea em um
animal que ndo cicatriza espontaneamente quando ndo tratada por um determinado periodo de
tempo (MESSORA et al., 2008; PARK et al., 2009; MARIANO et al.,2010; DURAO et al.,
2014; VAJGEL et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015; SILVA et al., 2015). Assim, no presente
estudo, todos os espécimes apresentaram defeitos de tamanho critico, j& que todos tiveram
fechamento incompleto dos defeitos nos periodos analisados. Nos grupos controle negativo e
positivo (OVX-CS e SHAM), pode-se observar pequena formacdo dssea restrita as margens do
defeito. Como também foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos controles e
experimentais nas analises microtomografica e histométrica ficou melhor evidenciado a
dificuldade de cicatrizacdo 6ssea nesse tipo de defeito experimental (TABELAS 3 e 8). Desta
forma, o modelo experimental utilizado de defeitos 6sseos na calvaria de ratas foi adequado
para avaliagio da reparacdo dssea utilizando o gel de DOX e Bio-Oss®.

Outras vantagens deste modelo de estudo estdo relacionadas a regido na qual o defeito
critico foi confeccionado. A calvaria apresenta uma area satisfatoria de osso cortical e em menor
quantidade osso medular, desenvolvendo-se através de uma ossificacdo intramembranosa,
semelhante a origem embrionaria da maxila e do corpo da mandibula. O acesso cirdrgico é
relativamente simples, permitindo maior padronizacdo dos defeitos. Durante o periodo pos

cirurgico a calota craniana apresenta pouca movimentacdo e carga mecanica, com minima
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interferéncia da contragdo muscular no reparo (GOMES; FERNANDES, 2011).

A confecgdo de canaletas na calvaria em formato de “L”, posicionadas 2 mm anterior e
posteriormente ao defeito e preenchidas com ionémero de vidro (SILVA et al., 2015) foi
utilizada para definicdo das margens do defeito cirdrgico original, tal procedimento proporciona
boa referéncia para a quantificagdo do osso neoformado nos cortes histoldgicos, evitando-se
assim artefatos de imagem na microtomografia computadorizada trazidos por material metélico,
como o amalgama, que produziria alteraces na interpretacao das imagens microtomograficas.
A substituicdo do amalgama, utilizado por Messora et al., (2008) pelo ionémero de vidro
também permitiu a utilizacgdo dos mesmos animais para a realizacdo das analises
microtomograficas e histoldgicas.

Com relacao aos métodos de analise, a microtomografia permite o diagndstico e anélise
de diferentes biomateriais, proporcionando um método ndo invasivo, ndo destrutivo e que
permite a visualizacdo dos espécimes em 3D. Dessa forma a microtomografia € uma técnica de
exceléncia no estudo do tecido 6sseo (BEDINI et al., 2009). A u-CT é uma anélise que
possibilita a avaliacdo da microarquitetura 6ssea e permite também, em pesquisas 0sseas,
identificar e determinar o grau de mineralizacdo e neoformacédo 6ssea (VERNA et al., 2002).
Com esta analise € possivel obter imagens tridimensionais do 0sso sem destruir sua arquitetura
e permite reconstruir a anatomia e morfologia dos tecidos. Além disso, a analise é feita de forma
mais rapida se comparada a andlise histoldgica, apresentando resultados semelhantes entre as
duas analises. Desta forma a u-CT tem sido utilizada como uma método confiavel e reprodutivel
(COWAN et al., 2007).

No presente estudo foi utilizado um voxel isotrépico de 10 um?. Com esta resolugéo foi
possivel detectar pequenas formacdes dsseas e diferenciar o Bio-Oss® do 0sso neoformado nos
diferentes grupos experimentais analisados. Segundo Umoh et al., (2009), um voxel isotropico
de 45 uym? foi suficiente para se obter correlagdes estatisticamente significativas e elevadas,
entre a microtomografia e a histometria na analise da microarquitetura 6ssea em calvéria de
ratos. Apesar de ndo ser o objetivo do presente estudo, a comparacgéo visual dos resultados entre
a U-CT e histometria mostraram semelhanca na neoformacédo 6ssea (FIGURAS 44,45 ,46).

Além da microtomografia, no presente estudo, realizou-se a analise histométrica por ser
amplamente preconizada para avaliar a capacidade de neoformacao 6ssea. Com a utilizagédo
desta técnica é possivel determinar a area que houve crescimento 6sseo de forma bastante
confidvel e baseando-se na rea de defeito dsseo original (MESSORA et al., 2008; OLIVEIRA
etal., 2015; SILVA et al., 2015).

A reabsorcdo Ossea ap0s a perda dos elementos dentarios e ou a necessidade de
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reconstrugdes Osseas extensas, exigem o desenvolvimento e a utilizagdo de biomateriais que
possam recuperar 0 tecido 0sseo e propiciar ao paciente a possibilidade de reabilitacdo oral
através de implantes osseointegrados. Sendo assim, as pesquisas associadas aos substitutos
0sseos sao frequentes e justificaveis, principalmente porque dentre os biomateriais disponiveis
nenhum apresenta as caracteristicas de um material ideal. Logo, isso também explica os estudos
realizados que avaliam a associacdo de diferentes substitutos 6sseos (BAUER, 2007; PARK et
al., 2009; SILVA et al., 2015; VAN LIESHOUT; ALT, 2016).

Neste contexto, a DOX foi avaliada, associada ou ndo ao 0sso bovino particulado (Bio-
0ss®) no reparo 6sseo em defeito de tamanho critico de rata com quadro de osteoporose. Com
isso, pretende-se abordar o processo de reparacdo 6ssea mediada por biomateriais no modelo
de ratas ovariectomizadas e comparar o processo de reparacdo obtido com o estabelecido em
animais controle (SHAM). As ac¢des anti-inflamatérias (GRIFFIN, 2010), anticolagenoliticas
(CRAIG et al., 1998), neoformacdo Ossea (SHAHABOOEI et al., 2015) e inibicdo das
osteoclastogénese (SILVA et al., 2015) pela DOX ja séo reconhecidas. Todavia, ainda nao estao
bem determinadas as possiveis interferéncias desses efeitos sobre a reparacdo 6ssea em casos
de desequilibrio do metabolismo 6sseo como na osteoporose. Diferente das demais que foram
feitas em ratos normoreativos, esta pesquisa propds verificar, em defeitos dsseos, a acdo da
DOX, na forma de gel e sua associagcdo com enxerto bovino em ratas osteoporaticas.

Os periodos experimentais utilizados foram de 4 e 8 semanas, justificando-se em estudos
que a formacdo 6ssea em calvéarias vazias atingem o platd durante este periodo, no qual se
observa minima formacéo 6ssea em periodos maiores que os analisados (COOPER et al., 2010).

Alguns estudos anteriores abordaram a reparacdo 6ssea mediada por biomateriais em
condicBes osteoporoticas em modelos de tamanho subcritico (abaixo de 3 mm de didmetro),
produzindo resultados distintos e contraditdrios. Ainda assim, alguns trabalhos falharam em
apontar diferencas estatisticas entre o processo de formacéo 6ssea mediada por biomateriais em
condicgdes osteopordticas, em comparacdo aos grupos controle (SHAM) (HAYASHI et al.,
1989, 1994; LUIZE et al., 2008; FUEGL et al., 2011). Outros autores enfatizam ganhos na
reparacdo 6ssea em condicOes osteoporoticas com a utilizagdo dos biomateriais como
hidroxiapataita e vidros bioativos (FINI et al., 2000; RIBEIRO et al., 2012), bioceramicas
(IWASHITA et al., 1992) e matriz derivada de esmalte (MIRON et al., 2014). Variacdes nos
resultados apresentados na literatura podem ser parcialmente justificadas por diferencas no
desenho experimental, modelos animais distintos, metodologias diversas para inducdo da
osteoporose, biomateriais, defeitos 6sseos e periodos de avaliacdo diferentes, tornando dificil

correlagBes diretas entre os estudos (DURAO et al., 2014).
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Sendo assim, em condi¢fes osteoporoticas, Van Houdt et al., (2015) encontram
melhores respostas na reparacdo dssea com a utilizagdo do Bio-Oss®, que proporcionou uma
maior neoformacao 0ssea no defeito critico em comparacao ao grupo controle. Este resultado
assemelha-se ao encontrado neste trabalho, que atraves da analise microtomografica e
histométrica entre os grupos experimentais, demonstrou que os grupos que utilizaram Bio-Oss®
(OVX-BIO e OVX-BODOX) apresentaram maior quantidade de volume ésseo neoformado (p
< 0,05) comparado aos grupos controle em ambos periodos experimentais (TABELAS 3,8 e
FIGURAS 19,20,21,22,39,40,41,42). Estes resultados satisfatérios sdo justificados pela
capacidade do biomaterial utilizado em permitir a formacdo de um arcabouco ou scaffold,
garantindo a vascularizacdo e migragéo interna de elementos celulares envolvidos na formagéo
de osso (CARVALHO et al., 2010). Além disso, a presenca dos granulos de Bio-Oss®
promovem uma superficie de ions de Calcio, possivelmente facilitando a formacao 6ssea em
torno dos granulos, caracterizando a propriedade osteocontudora do Bio-Oss® que €
imprescindivel para formacdo 6ssea futura (TAPETY et al., 2004; DO DESTERRO et al.,
2014).

Os parametros de densidade 6ssea foram avaliados atravées de correlacoes e estas foram
estatisticamente significativas, exceto a correlagdo Th.Th e BV como mostrado nas Figuras 31,
32, 33 e 34 e seguiram os padrdes de microarquitetura do tecido Gsseo. Na analise dos
parametros trabeculares mensurados pela analise microtomogréfica, a correlacdo entre a
distancia inter-trabecular (Th.Sp) e o volume 6sseo (BV) foi inversamente proporcional (r=-
0,9745, p < 0,0001), ou seja, um maior volume dsseo relacionado a menor separacao inter-
trabecular. Na correlacdo entre o nimero de trabéculas (Th.N) e o volume ésseo (BV) houve
uma relagéo positiva, na qual o aumento do nimero de trabéculas relaciona-se ao aumento do
volume @sseo (r= +0,9522, p < 0,0001) seguindo as correlacdes encontradas por Hildebrande
et al., (2009). Somente a correlagdo Th.Th e BV (r=0,3383, p = 0,3389) mostrada na Figura 35,
ndo apresentou coeréncia com os padrdes da microarquitetura 6ssea propostos por Brandi
(2009), pois um aumento na Th.Th reflete em um maior BV.

No presente estudo a neoformacédo déssea avaliada intragrupos (OVX-DOX, OVX-BIO
E OVX-BODOX) foi semelhante entre os periodos experimentais de 4 e 8 semanas conforme
as tabelas 3 e 8. Este resultado assemelha-se aos encontrados no estudo de Van de Watering et
al., (2013) que testaram o cimento fosfato de calcio (CFC) como substituto 0sseo em ratas
osteopordticas. Ao se comparar a neoformacdo dssea entre 0s periodos experimentais iniciais
(4 semanas) e periodos tardios (12 semanas) também ndo foram encontradas diferencas

estatisticas na quantidade de osso neoformado. Porém, estudos realizados em animais em
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condic@es sisttmicas normais, a neoformacéo 0ssea encontrada nos periodos mais tardios foi
maior que nos periodos iniciais (SILVA et al., 2015; VAN DE WATERING et al., 2012).

Uma possivel justificativa para a menor formacéo dssea em animais osteoporéticos em
periodos de 8 semanas, pode ser 0 aumento na atividade osteoclastica e também uma maior
degradacdo dos biomateriais presentes. Van Houdt et al., (2018) avaliaram a reparacéo 6ssea
entre ratas osteoporoticas (OVX) e identificaram acelerada degradacdo do biomaterial (Bio-
0ss®) quando se comparou o periodo entre 4 e 12 semanas. Os autores ainda observaram que
ndo somente a atividade osteoclastica possa ter sido responsavel pela menor neoformacéo dssea,
como também a menor atividade dos osteoblastos e menor capacidade deles em substituir o
biomaterial por 0sso.

Procurando identificar se a osteoporose provoca uma maior degradacdo dos
biomateriais, Zhang et al., (2018) também estudaram a reparacdo 6ssea em situacdes com este
disturbio do metabolismo 6sseo. Avaliaram trés biomateriais, no processo de reparagdo 6ssea,
em defeitos criticos criados em fémures de ratas osteoporéticas. Os biomateriais testados foram
de origem xendgena (Bio-Oss®), aldgena (osso desmineralizado liofilizado, LifeNet), e
aloplastico (Fosfato de Calcio Bifasico, BCP, Vivoss). Os periodos avaliados histologicamente
foram de 3 e 6 semanas e os resultados indicaram que os biomateriais sintéticos (BCP)
apresentaram propriedades osteocondutoras e promoveram no periodo de 3 semanas,
neoformacdo dssea semelhante aos outros biomateriais testados. Contudo, no periodo de 6
semanas, 0s animais osteoporaéticos apresentaram uma maior degradacao das particulas do BCP
quando comparadas ao Bio-Oss® e ao 0sso desmineralizado. Segundo os autores, 0 BCP n&o
esta recomendado para ser utilizado em situacfes em que a osteoporose esteja presente, devido
maior degradacdo das particulas, provocada pela presenca de uma maior atividade osteocléstica.
Em nosso estudo, a analise do Bio-Oss® presente na regido do defeito, apresentou valores
numericos que indicam uma maior degradacéo das particulas no periodo experimental tardio (8
semanas) quando comparado ao periodo experimental de 4 semanas (TABELA 9 e FIGURA
47). Mas mesmo demostrando taxas de degradacdo maiores em periodos tardios observou-se
no presente estudo maiores médias de BV (TABELA 3 e FIGURAS 21 e 22) e de neoformacéo
6ssea (AO) (TABELA 8 e FIGURAS 39, 40, 41 e 42) no grupo OVX-BIO.

O gel de DOX também foi avaliado no processo de reparacdo 0sseo. Sabe-se que a
principal forma de administragdo e a mais estuda da DOX é a via sistémica. Alguns estudos
avaliaram dosagens subclinicas sistémicas de DOX e identificaram seus efeitos na prevencao
da perda Gssea e também no estimulo da neoformacéo dssea. (GOLUB et al., 2010; PAYNE;
GOLUB, 2011; WILLIAMS et al., 1996). A aplicacéo local da DOX ainda foi pouco explorada
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e estudada. Em seu estudo, Silva et al (2015) obtiveram melhores resultados na reparacéo 6ssea
em defeitos criticos de calvérias, quando utilizaram gel de DOX a 10% em compara¢do ao
grupo coagulo (controle). Todavia, os experimentos foram realizados em animais com
metabolismo 6sseo normal. A minociclina, outro derivado da tetraciclina, foi estudada atraves
da aplicacédo local em defeitos 6sseos periodontais, associados a terapia de reparacao tecidual
guiada e os melhores resultados de neoformacéo 6ssea foram obtidos quando a minociclina foi
aplicada localmente na regido dos defeitos em ratos normais (YOSHINARI et al., 2001). No
presente estudo, através das analises microtomogréafica e histométrica, avaliou-se os resultados
e no periodo de 4 semanas, a DOX ndo apresentou diferencas estatisticas (p > 0,05) quando
comparada aos grupos controle; contudo em periodos de 8 semanas houve diferenca significante
(p < 0,05) ocorrendo uma maior neoformacdo 6ssea no grupo DOX comparado ao grupo
controle (FIGURAS 20,22,41,42) e semelhante estatisticamente aos grupos OVX-BIO e OV X-
BODOX. Estes resultados corroboram os encontrados por Silva et al (2015) e possivelmente
estdo relacionados as propriedades da DOX de inibir osteoclastogénese e induzir a apoptose
dos osteoclastos (BETTANY et al., 2000; GOLUB et al., 2016; PAYNE; GOLUB, 2011;
SILVA et al., 2015).

Acredita-se que a DOX possa ter contribuido para a reducdo da osteoclastogénese,
garantindo entre o intervalo de 4 para 8 semanas melhoria na formag&o 6ssea do grupo OVX-
DOX, como observado nas analises microtomogréaficas — nos parametros BV e Th.Th (Tabelas
3 e5eFiguras 21 e 22) e histométricas (Tabela 8 e Figuras 39, 40, 41 e 42). Ressalta-se maior
espessura das trabéculas no periodo de 8 semanas no grupo OVX-DOX. Mas quando associada
ao 0sso bovino (OVX-BODOX), isso ndo ocorreu. Fato que pode ser interpretado de acordo
com as informagdes de Van Houdt et al., (2018) que afirmaram existir acelerada degradacéo
das particulas do biomaterial (Bio-Oss®) nos periodos mais tardios. A atividade osteocléstica
aumentada na osteoporose e menor atividade dos osteoblastos poderiam ser 0s responsaveis
pela menor neoformacédo 0ssea encontrada nos grupos OVX-BODOX. Entende-se, entdo que
aos beneficios esperados do gel de doxiciclina, quando associado ao 0sso bovino, nao
superaram a capacidade degradativa das particulas causadas pelo metabolismo ésseo alterado
pela osteoporose.

Apesar da meédia de volume 0sseo do grupo OVX-DOX nao ter sido significativa, o
teste de correlagdo de Spearman entre as variaveis BV e Tb.Th ndo apresentou uma correlacéo
estatisticamente significativa (p > 0,05). E esse resultado se deu em fungdo do grupo OVX-
DOX que mostrou maiores médias de espessura trabecular em 8 semanas e menor volume

0sseo. Esperava-se que essa correlacao fosse estatisticamente significativa (p < 0,05) seguindo
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0s parametros de microarquitetura 6ssea propostos por Brandi (2009) e elucidasse o aspecto da
densidade dssea.

Apesar dos resultados encontrados, novos estudos deverdo ser realizados com o
propdsito de investigar e avaliar o comportamento tanto do gel de DOX a 10% como da
associagcdo com 0sso bovino em situacdes de distrbios do metabolismo 6sseo como a
osteoporose, através de avaliagGes imunoistoquimicas. Além disso, estudos com analises tardias
(12 e 16 semanas) deverdo ser realizados. Investigacdes sobre a associacdo do uso local da
doxiciclina e outros biomateriais com tratamentos sistémicos para controle da osteoporose

devem ser estimulados.
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7 CONCLUSAO

Considerando as limitacdes deste estudo e periodos avaliados, pode-se concluir que o
gel de Doxiciclina a 10% isolado mostrou resultados semelhantes aos resultados de sua
associagao com 0 0sso bovino quando empregados localmente em defeitos criticos de calvarias
de ratas osteopordticas. Mas demonstrou resultados inferiores ao preenchimento com 0sso

bovino isolado nos periodos iniciais.
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA)/UNIFAL-MG

MINISTERIO DA EDUCAGAO

Universidade Federal de Alfenas. Unifal-MG
Rua Gabriel Monteiro da Silva, 700. Alfenas/MG. CEP 37130-000
Fone: (35) 3299-1000. Fax: (35) 3299-1063

2 (Y]
Comissao de Etica no Uso de Animais — CEUA/UNIFAL Hﬂ,‘!ﬁ!z

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Efeito da associagado da Doxiciclina com
0sso bovino particulado na regeneracao de defeitos 6sseos em calvarias de
ratas  osteoporoéticas: estudo histomeétrico, imunohistoquimico e
microtomogréafico ", registrada com o n°® 43/2017, sob a responsabilidade de
Ronaldo Célio Mariano, que envolve a produgcdo, manutencdo ou utilizacdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos),
para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de
15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA-UNIFAL) DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS.

Finalidade ( ) Ensino ( X') Pesquisa cientifica
Vigéncia da autorizagao De 20/07/2017 a 15/07/2019
Espécie/linhagem/raga Rato Wistar / heterogénico

N° de animais 83

Sexo Fémeas

Origem Biotério Central da UNIFAL

Alfenas, 11 de Julho de 2017.

Prof. Dr. Leonardo\gugusto de Almeida

Coordenador CEUA-UNIFAL



APENDICE A — Distribuicdo das medidas microtomograficas segundo os grupos e periodos experimentais.
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GRUPO SHAM GRUPO OVX-CS GRUPO OVX-DOX GRUPO OVX-BIO GRUPO OVX-BODOX
4 SEMANAS 8 SEMANAS 4 SEMANAS 8 SEMANAS 4 SEMANAS 8 SEMANAS 4 SEMANAS 8 SEMANAS 4 SEMANAS 8 SEMANAS

Volume Total(TV): 56.29871 56.29871 56.29871 56.29871 56.29871 56.29871 56.29871 56.29871 56.29871 56.29871
Volume 6sseo(BV): 0.38833 1.9700 0.84295 1.4740 1.11579 2.67809 4.84920 5.52466 1.42200 0.960000

R1 Superficie 6ssea 46.10308 26.69903 79.38703 61.2971 77.87688 45.87938 166.3746 163.94170 267.86971 63.23406
Espessura Trabecular (Tb.Th): 0.11047 0.22700 0.12778 0.16580 0.13619 0.17765 0.16113 0.18180 0.14917 0.14611
Namero trabecular (Tb.N): 0.06246 0.15415 0.12896 0.16693 0.14553 0.26776 0.53529 0.53978 0.1675 0.11685
Separacdo Trabecular (Th.Sp): 1.06983 1.41337 1.68988 1.34760 1.21658 1.28304 0.72936 0.75128 1.19857 1.61730
Volume Total(TV): 56.29871 56.29871 56.29871 56.29871 56.29871 56.29871 56.29871 56.29871 56.29871 56.29871
Volume 6sseo(BV): 1.05129 1.44171 0.18664 0.99158 1.40758 1.80829 4.98670 5.82432 0.9370 5.45000

R2 Superficie 6ssea 71.75043 72.43213 34.30555 63.99827 61.40527 33.84951 160.29279 152.0686 108.91226 155.00034
Espessura Trabecular (Tb.Th): 0.12958 0.17290 0.11531 0.2182 0.19606 0.18694 0.16777 0.19482 0.18692 0.18990
Numero trabecular (Th.N): 0.14268 0.14832 0.02894 0.15840 0.12762 0.17182 0.52798 0.53102 0.08974 0.50996
Separacdo Trabecular (Th.Sp): 1.67899 157611 1.71614 1.48338 1.48405 1.27932 0.77262 0.72204 1.37245 0.84261
Volume Total(TV): 56.29871 56.29871 56.29871 56.29871 56.29871 56.29871 56.29871 56.29871 56.29871 56.29871
Volume 6sseo(BV): 2.6540 0.10139 2.94937 2.47535 1.45289 5.12401 8.2540 5.12401 7.54400 3.31476

R3 Superficie dssea 114.77651 57.44466 72.86971 81.52840 88.41203 65.5574 274.05963 162.67918 50.57210 94.30919
Espessura Trabecular (Tb.Th): 0.18627 0.08673 0.17719 0.12408 0.11051 0.24177 0.16801 0.17555 0.18824 0.17721
NUmero trabecular (Tb.N): 0.10270 0.00207 0.24990 0.08931 0.23535 0.3674 0.53150 0.52250 0.24297 0.3326
Separagdo Trabecular (Th.Sp): 1.37245 1.73742 1.20728 1.60540 1.49546 1.10752 0.53746 0.75639 0.46927 0.82384

Fonte: Do autor.

Notas: R1: Rata 1; R2: Rata 2; R3:Rata 3



APENDICE B — Distribuicdo das medidas histométricas segundo os grupos e periodos experimentais.

Avrea 6ssea neoformada (AO)

Remanescentes de Bio-Oss

4 SEMANAS 8 SEMANAS 4 SEMANAS 8 SEMANAS
R1 SHAM 0.97 2.03 0 0
R2 SHAM 0.78 112 0 0
R3 SHAM 0.87 1.87 0 0
R4 SHAM 0.25 2 0 0
R5 SHAM 0.81 2.7 0 0
R1 OVX-Cs 5.66 3.698 0 0
R2 OVX-CS 2.48 2.98 0 0
R3 OVX-Cs 1.48 2.498 0 0
R4 OVX-Cs 3.25 3.09 0 0
R5 OVX-CS 1.05 2.69 0 0
R1 OVX-DOX 6.53 9.63 0 0
R2 OVX-DOX 9.78 19.84 0 0
R3 OVX-DOX 11.66 7.94 0 0
R4 OVX-DOX 6.452 5.95 0 0
R5 OVX-DOX 9.5 4.35 0 0
R1 OVX-BIO 17.97 6.12 21.3289 24.29281
R2 OVX-BIO 10.8 4.95 8.80654 27.80410
R3 OVX-BIO 13.83 11.04 16.048590 9.179972
R4 OVX-BIO 11.84 20.14 19.76740 0.000000
R5 OVX-BIO 13.52 9.83 14.37610 9.242846
Rl OVX-BODOX 2.93 7.01 0.00000 0.000000
R2 OVX-BODOX 5.3 3.37 11.98299 7.711310
R3  OVX-BODOX 2.2 2.33 47.92632 0.00000
R4  OVX-BODOX 4.43 6.36 1.78818 6.740471
R5 OVX-BODOX 8.33 4.47 5.95056 13.57530

Fonte: Do autor.

Notas: R1: Rata 1; R2: Rata 2; R3:Rata 3; R4:Rata 4; R5: Rata 5
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