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RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar, por meio de analise descritiva e
histomorfométrica, o efeito da doxiciclina a 10% com gel de natrosol
associada ao enxerto autdégeno em relacdo ao reparo 6sseo de defeitos de
tamanho critico em calvaria de ratos. Um total de cinquenta animais foram
selecionados. Um defeito de 5 mm de didmetro foi confeccionado com trefina
na calvaria dos animais. Os animais foram divididos em 5 grupos (n= 10) de
acordo com o material utilizado para preencher o defeito: G1 — Sem
preenchimento (CO - coagulo sanguineo/ controle); G2 — Doxiciclina a 10%
em gel de natrosol (DOX); G3 — Gel de natrosol (NAT); G4 — Osso autégeno
(OA) e G5 — Osso autégeno associado a doxiciclina a 10% em gel de
natrosol (OA + DOX). Os animais foram mortos apds 4 e 8 semanas poOs-
operatério. Foram realizadas analises qualitativas e quantitativas. A
neoformacdo Ossea foi calculada como a porcentagem de o0sso
compreendido na area total do defeito original. A analise estatistica foi
realizada utilizando os testes de ANOVA e Tukey (p < 0,05). O novo 0sso
formado limitou-se as bordas dos defeitos cirurgicos. Na analise das 4 e 8
semanas, o grupo OA + DOX apresentou a maior porcentagem de
neoformacéo o6ssea (38,59% e 47,86%, respectivamente), com diferenca
estatistica em relagao ao grupo CO (19,52%) no periodo de 4 semanas e em
relacao aos grupos CO (18,80%), DOX (22,05%) e NAT (15,89%) no periodo
de 8 semanas (p < 0,05). O estudo permitiu concluir que a associagao da
doxiciclina a 10% com osso autégeno aumenta significativamente o reparo
0sseo em defeitos de tamanho critico em calvaria de ratos em relagao aos

defeitos nao preenchidos (CO) e preenchidos com DOX e NAT.

Palavras-chave: Osso. Doxiciclina. Ratos Wistar. Enxerto Autélogo.



ABSTRACT

The aim of the study was to evaluate, descriptively and histologically the
effect of association of 10% doxycycline in natrosol gel with autogenous bone
on bone repair of simulated critical-size defects in rat calvaria. A total of fifty
albino rats were selected. A 5-mm diameter defect was created in the
calvarium of each animal. The animals were divided into 5 groups (n = 10)
according to the material used to fill the defect: G1 — Defect unfilled (CO -
blood clot/ control); G2 — 10% Doxycycline in natrosol gel (DOX); G3 —
Natrosol gel (NAT); G4 — Autogenous bone (OA) and G5 — Autogenous bone
associated with 10% Doxycycline in natrosol gel (OA + DOX). The animals
were killed at 4 and 8 weeks postoperatively. Qualitative and quantitative
analyses were performed. The amount of new bone formed was calculated as
a percentage of bone inside the total area of the original defect. Statistical
analysis was performed using ANOVA and Tukey tests (p < 0.05). New bone
formation was limited to the margins of the defect with no complete bone
repair for all groups. At 4 and 8 weeks of analysis, the group OA + DOX
showed high percentage of bone formation (38.59% and 47.86%,
respectively), with statistical difference in comparison with the group CO
(19.52%) at 4 weeks and with the groups CO (18.80%), DOX (22.05%) and
NAT (15.89%) at 8 weeks (p < 0.05). The study suggest that the association
of 10% doxycycline with autogenous bone improve significatively bone
healing in critical-size defects in rat calvaria in comparison to defects not filled
(CO) and filled with DOX and NAT.

Key words: Bone. Doxycycline. Rats, Wistar. Autologous Transplantation.
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1 INTRODUGAO

Defeitos 6sseos extensos podem ser decorrentes de diversos fatores
como grandes traumas, infecgdes, anomalias de desenvolvimento,
patologias e ressecgdes oncoldgicas mutilantes (ADORNATO; MORCOS;
ROZANSKI, 2007; FISHERO et al.,, 2015; HERFORD; BOYNE, 2008;
LAZARIDES et al., 2014). Todos estes fatores resultam em
comprometimento da fungao e da estética. Para o sucesso da reabilitacéo, o
processo de neoformacéo dssea é essencial. O adequado reparo tecidual é
dependente de um volume e uma qualidade 6ssea satisfatérios (LEKHOLM
et al., 1996).

Os defeitos 6sseos, quando muito extensos, nao tem a capacidade de
regeneragao espontanea, sendo denominados, nestes casos, como defeitos
criticos (SCHMITZ; HOLLINGER, 1986). Esses defeitos 6ésseos de grandes
dimensdes, congénitos ou oriundos de doengas ou traumas, costumam ser
de dificil solugdo e que, deixados ao seu livre curso, ndo se resolvem ou o
fazem muito lentamente e de forma incompleta. Nesse caso, o uso de
biomateriais se faz necessario para substituicdo do tecido 6sseo perdido ou
para a estimulacédo da osteogénese de reparagao.

Ha no mercado uma variedade de biomateriais organicos e sintéticos
diferentes quanto a origem, método de preparagdo, composi¢ao quimica,
caracteristicas estruturais e, portanto, quanto as propriedades e a resposta
que evocam nos tecidos biolégicos. Apesar dos avangos cientifico e
tecnologico nesta area, ainda n&o existe um material que preencha todos os
requisitos para garantir o sucesso de sua utilizagdo clinica. Todos eles
apresentam vantagens, mas também demonstram limitagdes, tornando-se
constante a busca por substancias que possam modular, alterar ou estimular
a atividade osteogénica nos defeitos teciduais e/ou inibir a
osteoclastogénese.

O padrao ouro e com resultados mais previsiveis ainda sao obtidos
com o0s enxertos 0sseos autdgenos que, nao obstante, apresentam
inconvenientes para sua utilizagao, o que faz surgir muita discussao sobre a

utilizacao de diferentes enxertos como substitutos dsseos para se evitar a
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instalagdo de defeitos em um segundo sitio cirurgico (GROSS et al., 1997;
VELICH et al., 2004; ZIJDERVELD et al., 2005). Permanece, portanto, o
interesse pelo desenvolvimento de novos materiais que substituam o osso
humano e/ou favorecam a regeneragao ossea.

As tetraciclinas tem sido estudadas em combinagdo com o 0sso
autégeno. Dentre as tetraciclinas avaliadas, a doxiciclina apresenta
resultados satisfatorios na literatura (AL-ALl; BISSADA; GREENWELL, 1989;
BEZERRA et al., 2002; CHANG; YAMADA, 2000). Este antibidtico tem
aprovacgao pela FDA e é empregado em baixas dosagens no tratamento
periodontal devido a sua efetividade contra Gram negativos anaerobios,
comumente encontrados na placa subgengival (YAGAN; KESIM; LIMAN,
2014). Em relagdo aos seus efeitos no reparo 6sseo, alguns estudos
demonstram que a aplicagao local estimula a osteogénese em defeitos
0sseos e inibe a reabsorgao ossea inflamatéria, independentemente de suas
propriedades antimicrobianas (AL-ALI; BISSADA; GREENWELL, 1989;
BEZERRA et al.,, 2002). A doxiciclina induz a apoptose em osteoclastos,
inibe a osteoclastogénese, reduz a produgdo de colagenase pelos
osteoblastos e osteoclastos e retarda o recrutamento de osteoclastos apds o
procedimento cirurgico (BETTANY et al., 2000; GREVSTAD; BOE, 1995).

A avaliacdo biologica de biomateriais de substituicido Ossea ¢é
amplamente estudada em calvaria de ratos. A area permite a confeccao de
um defeito 6sseo de tamanho critico, definido como a menor ferida intra-
0ssea que nao possui a capacidade de regenerar espontaneamente durante
o tempo de vida do animal, havendo necessidade de utilizacdo de um
enxerto (BOSCH; MELSEN; VARGERVIK, 1998; REICHERT et al., 2009). A
calvaria de ratos possui uma quantidade pequena de osso trabecular,
facilitando a acomodacao do enxerto. Além disso, € uma regidao anatdmica
com similaridade morfolégica e embrionaria com a regido craniofacial,
limitados esforgos mecanicos e relativa estabilidade das estruturas
adjacentes (CESTARI, 2009). Com a analise histomorfométrica da calvaria
pode-se quantificar o osso neoformado e verificar a qualidade do tecido,
determinando a eficacia do material implantado (SILVA et al., 2015).

Acredita-se, entdo, que estudos devem ser realizados com o objetivo

de conseguir respostas esclarecedoras sobre a utilizagdo do gel de
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doxiciclina na regeneracdo Ossea. A busca por informagdes seguras na
utilizacgdo deste gel como inibidor da osteoclastogénese passa
obrigatoriamente pelos estudos experimentais em animais, onde as
respostas sobre sua real agdo no reparo 6sseo podem ser alcangadas e as
suas particularidades conhecidas e melhoradas. A pesquisa se justifica, pois
os estudos propostos podem esclarecer melhor o comportamento do gel de
doxiciclina e osso autégeno, associados ou ndo, na regeneracao de defeitos

osseos de tamanho critico em calvarias de ratos.
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2 Revisdo de
Literatura
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2 REVISAO DE LITERATURA

Nesta Revisdo de Literatura serdo abordados temas para melhor
elucidacdo do trabalho, que ajudara de forma sistematica o leitor na

compreensao da abordagem num todo.

2.1 TECIDO OSSEO

O osso pode ser definido como um tecido vivo, dindmico, com um
abundante suprimento sanguineo, e que sofre um processo de constante
remodelacdo (ALBREKTSSON, 1983). Estimulos sistémicos e locais séo
responsaveis pela atividade celular de remodelacdo 6ssea (DZIAK, 1993;
MUNDY, 1991). A acado coordenada de osteoclastos e osteoblastos promove
a constante renovacao tecidual (MUNDY, 1991).

A remodelagao celular ocorre em porgdes descontinuas do osso, e é
regulada por citocinas locais produzidas no ambiente das células em
remodelagcdo. Estas citocinas sdo secretadas por células imunes e células
Osseas. Além disso, alguns fatores de crescimento s&o incorporados na
matriz 6ssea nao colagena e sao liberadas de uma forma ativa quando o
0sso € estimulado a reabsorver. Interagdes complexas entre essas citocinas
e suas células alvo sado responsaveis pelo delicado balango entre formacéao e
reabsorcdo Ossea. Desordens na reabsorcdo oOssea ocorrem devido a
desequilibrios entre as taxas de reabsorgao e formacao (MUNDY, 1991).

O osso €é composto basicamente de quatro componentes
microestruturais: células, matriz orgénica, matriz inorganica e fatores
sinalizadores soluveis (BUCKWALTER et al.,, 1996). O tecido 6sseo é
constituido de 70% de componentes inorganicos e 30% de componentes
organicos. Na porgao organica, 2% sao representados por componentes
celulares e 98% de matriz extracelular, constituida predominantemente por
colageno, seguida por polissacarideos, lipideos e fosfolipideos. Entre os

componentes inorganicos, encontra-se o calcio e o fosfato, que formam a



18

hidroxiapatita (HA) (Ca10(PO4)6 (OH)2) e outros elementos como magnésio,
soédio, potassio e, em menor concentragdo, zinco, manganés, fluor e
molibdénio (KAPLAN, 1991).

Macroscopicamente, o0 osso € composto por tecido 6sseo cortical,
correspondente a 80% de seu peso total no organismo humano, mas ocupa
apenas 50% da area, sendo encontrado principalmente na diafise dos ossos
longos. O restante da area é ocupado pelo tecido 6sseo esponjoso, que
corresponde aos demais 20% do peso. Quanto ao metabolismo, o osso
esponjoso € oito vezes mais ativo, apresentando maior remodelacéo (BLACK,
1991).

2.2 REPARO OSSEO

A integridade do esqueleto € mantida pela continua remodelacao
celular éssea que ocorre durante a vida do individuo e € caracterizada por
uma ordenada sequéncia de eventos que se inicia com a reabsorgdo 6ssea
pelos osteoclastos seguida da neoformagdo Ossea pelos osteoblastos
(MUNDY, 1991). Quando o tecido ésseo € lesionado, o processo de reparo é
complexo e envolve respostas locais e sistémicas. O tecido 6sseo possui
uma alta capacidade de regeneragao, o que possibilita o restabelecimento de
sua arquitetura e funcao originais. Este processo envolve a interagcao de
células, fatores de crescimento e matrizes extracelulares. Embora haja
alguma semelhancga entre o reparo de tecidos duros e moles, o tecido 6sseo
pode regenerar-se de maneira indistinguivel da que o derivou durante a
embriogénese, enquanto os tecidos moles se reparam por meio da formacgao
de cicatriz (HOLLINGER; WONG, 1996).

Histologicamente, o reparo de uma ferida 6ssea envolve um processo
inflamatdrio, degradacao dos tecidos nao vitais presentes no local, migragcéao
e proliferacdo de células mesenquimais, diferenciagdo destas em células
condrogénicas e osteogénicas, deposicado de tecido cartilaginoso e 6sseo e,
finalmente, sua remodelacdo unindo os términos do defeito sem deixar
cicatriz (HOLLINGER; WONG, 1996).
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A injuria aos tecidos 6sseos inicia uma resposta inflamatéria com
ativacado do sistema complemento. Paralelamente, a lesdo causa a ruptura
de vasos locais responsaveis pela nutricdo 6éssea causando a necrose de
algumas células e a formacao de um hematoma composto por eritrocitos,
fibrina e plaquetas. As plaquetas sdo um depdésito de fatores de reparo como
PDGF, FGF e TGFB, que sao responsaveis por regular a atividade celular
(HOLLINGER; WONG, 1996). Este evento recruta macréfagos e osteoclastos
para degradar as margens Osseas necréticas. Os macrofagos além de
eliminarem os tecidos necréticos expressam fatores reguladores como a
interleucina-1, necessaria a angiogénese, ativacao de fibroblastos e células
condroprogenitoras e osteoprogenitoras (BEUSCHER et al., 1992;
HOLLINGER; WONG, 1996).

Com a progressdo do processo de reparo, células endoteliais,
provenientes dos tecidos intactos circunjacentes ao tecido 6sseo lesionado,
migram, proliferam e formam novos capilares sanguineos que penetram no
hematoma. Durante esse periodo ocorre também migracéo de fibroblastos
em direcdo ao hematoma (HOLLINGER; WONG, 1996). Na regiao do defeito
0sseo ha a formacado de um tecido de granulagdo composto por tecido
conjuntivo rico em fibroblastos, células inflamatdrias e vasos sanguineos.
Células mesenquimais, provenientes do peridosteo migram para o local por
meio do fluxo sanguineo. Tais células sdo consideradas osteoprogenitoras
pois em combinagao com proteinas 6sseas morfogenéticas (BMP 1 a 7) séo
convertidas em osteoblastos ou condroblastos (WOZNEY et al., 1990).

O processo que finaliza o reparo restabelecendo os contornos é
denominado remodelagcdo. Nesta fase, as células e os moduladores
bioquimicos atuam para restaurar os contornos 6sseos. Os osteoblastos e os
osteoclastos sdo os componentes celulares responsaveis pelo reparo e
restabelecimento da forma e funcdo ao tecido d6sseo. A formacédo de 0sso
pelos osteoblastos inclui a sintese e processamento intra-celular de colageno
tipo I. Além disso, os osteoblastos estdo envolvidos na regulagdo da
atividade osteoclastica por meio da produgdo de citocinas envolvidas na
regulacdo da osteoclastogénese. Os osteoclastos, por sua vez, sao as
células responsaveis pelo processo de reabsorgcdo 6ssea com capacidade

tanto de dissolver a matriz mineral, por meio da diminuigdo do pH local, como
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também de hidrolisar a matriz organica por meio da secre¢cao de enzimas
(DZIAK, 1993).

Alguns fatores podem dificultar a capacidade de regeneracéo do
tecido 6sseo e até mesmo o completo reparo pode nao ocorrer. Dentre eles,
0 suprimento sanguineo adequado, a estabilidade mecéanica ou a alta
proliferacdo do tecido conjuntivo local (HOLLINGER; WONG, 1996;
PINHEIRO et al., 2003). Em relacdo a estabilidade mecanica, a fixacdo da
regido fraturada é imprescindivel para o reparo adequado (HOLLINGER;
WONG, 1996). As forcas sao preponderantes na formagao de tecido
cartilaginoso ou 6sseo. Forgcas acima do considerado fisiolégico causam
mobilidade e afetam o reparo da lesao estimulando uma formagao excessiva
de cartilagem (HOLLINGER; WONG, 1996). Isto ocorre devido a ruptura dos
vasos sanguineos, produzindo um ambiente com baixa taxa de oxigénio,
favorecendo a condrogénese. Em relagao a proliferagcao de tecido conjuntivo
local, a velocidade de proliferacdo do tecido conjuntivo € maior que a
neoformacédo 6ssea. Nestes casos, pode-se formar um tecido fibroso na
regido, impedindo o reparo. A regeneragao Ossea guiada por meio da
utilizagdo de membranas permite que ndo ocorra uma invaginagao de tecido
conjuntivo na regidao do defeito dsseo, permitindo a neoformacgédo 6ssea no
local (BUSER, 2010).

2.3 DEFEITO OSSEO CRITICO

Na Implantodontia a deficiéncia ou a falta de volume ésseo pode
comprometer um adequado processo de osseointegragdo e,
consequentemente, uma reabilitacdo oral satisfatéria  (BREINE;
BRANEMARK, 1980). O processo de reparo 6sseo inicia-se nas bordas da
ferida e, no caso de defeitos extensos, o reparo 6sseo, muitas vezes, nao
evolui para o centro da ferida, havendo a formagcdo de uma matriz
fibrocartilaginosa (SCHMITZ; HOLLINGER, 1986). Tal processo €
denominado osteogénese endocondral. Este tipo de reparo ocasiona uma

falha 6ssea ou deformidade indesejada. Defeitos 6sseos criticos geralmente
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resultam em comprometimento estético e funcional e necessitam de algum
tipo de intervencao clinica como, por exemplo, a aplicagdo de um enxerto
0sseo autégeno (SPICER et al., 2012).

Além do tamanho do defeito dsseo, outros fatores podem interferir
com a quantidade e qualidade do reparo. Dentre esses fatores, a localizagao
anatdbmica do defeito e sua estabilidade estdo diretamente relacionadas ao
sucesso do reparo. Pequenas movimentagdes dos fragmentos 6sseos ou do
biomaterial, quando submetidos a cargas biomecanicas, podem
comprometer o sucesso da regeneracdao 6ssea (GOMES; FERNANDES,
2011). Além disso, a estrutura interna do tecido ésseo, o suprimento
sanguineo, o envolvimento do osso cortical e a presengca ou auséncia do
periosteo também podem interferir com a reparacdo tecidual Ossea
(SCHMITZ; HOLLINGER, 1986).

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

Os defeitos criticos foram desenvolvidos como um método para
padronizar os testes de materiais com capacidade osteogénica. Diversos
modelos de estudo foram propostos, dentre eles alvéolos dentarios pos-
exodontia em ratos e defeitos em fémur ou tibia de coelhos. Porém, tais
modelos apresentam o0 inconveniente de possuirem capacidade de
reparagao espontanea (CESTARI, 2009). Atualmente, um dos modelos mais
utilizados para a avaliagcédo de reparo 6sseo € o defeito de tamanho critico em
calvaria de ratos (BOSCH; MELSEN; VARGERVIK, 1998; CESTARI, 2009;
HOLLINGER; KLEINSCHMIDT, 1990; MESSORA et al., 2008). Tais defeitos

sao confeccionados com trefina cirdrgica com uma extensao de 5 a 8 mm de
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didmetro, se estendendo nas duas corticais 6sseas.

Uma das vantagens do defeito em calvaria é que este modelo envolve
um sitio ortotopico em que o processo de remodelagcédo 0ssea progride até a
regeneragao do tecido perdido, enquanto que em sitios ectdpicos, ha uma
tendéncia de reabsorgao pelo organismo pela falta de estimulo funcional
(CESTARI, 2009; WANG; GLIMCHER, 1999). A calvaria apresenta 0sso
cortical e medular, localiza-se em uma regiao de facil acesso, sem grandes
movimentacdes e contracdes musculares, reduzindo as interferéncias no
processo de reparo (BOSCH; MELSEN; VARGERVIK, 1998). Além disso, a
dura-mater é apontada como uma fonte de células mesenquimais que
participam do processo de reparo da calvaria (GOSAIN et al., 2003; WANG;
GLIMCHER, 1999).

2.4 MATERIAIS DE ENXERTO

A extensao do defeito 6sseo pode limitar a possibilidade de reparo
espontaneo. Nestes casos, materiais de enxerto com potencial osteogénico
sdo necessarios para auxiliar no processo. Os materiais de enxerto podem
ser utilizados de acordo com seu mecanismo de agao e podem ser divididos
em osteogénicos, osteoindutores e osteocondutores. Os enxertos
osteogénicos s&o materiais organicos com capacidade de estimular
diretamente os osteoblastos a produzirem tecido 6sseo (HELMRICH et al.,
2013). Enxertos osteoindutores apresentam capacidade de induzir a
diferenciacdo de células mesenquimais indiferenciadas em osteoblastos,
mesmo em sitios ndo osseos. Por ultimo, materiais de enxerto
osteocondutores atuam como substrato ou arcabougo para células
osteoprogenitoras poderem migrar, proliferar e maturar em osteoblastos
maduros, permitindo a aposi¢ao de novo tecido dsseo na sua superficie.

Os materiais de enxerto podem ser ainda classificados de acordo com
a sua origem em autdgenos, aléogenos, xenogenos e aloplasticos
(biometeriais) (BAUER; MUSCHLER, 2000). No enxerto de osso autégeno

remove-se O tecido 6sseo de uma area doadora do proprio paciente para



23

implanta-lo na area receptora. Os enxertos alégenos ou homdégenos sao
provenientes de outros individuos da mesma espécie, uma vez que eles sao
geneticamente diferentes. Os enxertos xendgenos sao obtidos em espécies
diferentes. Os enxertos aloplasticos sao feitos de material sintético ou natural,
sendo apenas osteocondutores, funcionando como um material de
preenchimento.

Segundo Block e Kent (1997), um material de enxerto ideal deve
apresentar: habilidade de produzir osso por meio da proliferagao celular de
osteoblastos viaveis transplantados ou pela osteocondugdo de células ao
longo da superficie dos enxertos; manutengdo do osso maduro ao longo do
tempo sem perda através da funcao; capacidade de produzir osso por meio
da osteoconducgado de células mesenquimais recrutadas; remodelar o 0sso
inicialmente formado em osso lamelar maduro; habilidade de estabilizar
implantes quando colocados simultaneamente com o enxerto; apresentar
baixo risco de infecg¢ao; facil disponibilidade; baixa antigenicidade e alta taxa
de confiabilidade.

O estudo classico de Urist (1965) foi fundamental para ampliar as
perspectivas de utilizacado de materiais de enxerto como substitutos 6sseos
ou como indutores da neoformacao 6ssea. Neste estudo, o autor introduziu
a hipotese da osteogénese poés fetal por meio da autoindugado. A teoria
foi elaborada com base nos resultados de 70 estudos nos quais
aproximadamente 300 animais foram empregados. Foram realizados
implantes de matriz 6ssea desmineralizada em sitios hdo osteogénicos como
o tecido muscular e em sitios osteogénicos como defeitos d6sseos. Os
implantes resultaram na deposicdo de tecido 6sseo e cartilaginoso apds um
periodo de 4 a 6 semanas, indicando a capacidade de inducdo da

neoformacao éssea mesmo em regides sem tecido 6sseo nativo.

2.4.1 Osso autégeno

As extragbes ou perdas dentarias muitas vezes ocasionam,

principalmente no ano seguinte ao procedimento cirurgico, uma grande perda
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de osso alveolar e, consequentemente, uma grande dificuldade de
reabilitacdo do paciente com proteses muco-suportadas ou implantes
osseointegrados. Para devolver o estado normal ao paciente e conseguir
uma reabilitagdo satisfatéria, cirurgias prévias sao necessarias e, para isso,
surgem entdo os enxertos 0sseos com materiais biocompativeis com boas
propriedades biomecanicas que devolverdo o estado e fungdo perdida do
local comprometido em questao (TATULLO et al., 2012).

Tem-se entdo, para reabilitagdo, como padrdao ouro de comparagao o
enxerto 6sseo autdégeno (BLOCK; KENT, 1997). Esse enxerto apresenta as
vantagens do osso medular que sao a capacidade de osteocondugao,
osteoindugao e presenca de células osteogénicas e a integridade estrutural
fornecida pelo osso cortical, importante na reconstrucdo de defeitos 6sseos
amplos (GAZDAG et al.,, 1995). Além disso, os enxertos autdgenos,
revascularizam rapidamente e podem ser coletados em multiplas formas
(particulas, faixas e blocos) por serem de origem medular. Para Fox, Machon
e Burbidge (1991), a grande supremacia biolégica dos enxertos autégenos
em cirurgia de reconstrucao 6ssea baseia-se no fato de a matriz 6ssea
enxertada ser ndo imunogénica por serem originarios do préprio paciente. O
0ssO autdgeno esta disponivel para coleta na crista iliaca, tuberosidade,
sinfise ou ramo da mandibula (MARX et al., 1992).

Invariavelmente, o osso autdgeno pode ser considerado insuficiente
para a reconstrucdo de grandes defeitos devido a disponibilidade muitas
vezes restrita de areas doadoras de osso (KESKIN et al., 2008; KUBLER et
al., 1995; MANSON; CRAWLEY; HOOPES, 1986). Além disso, a maior
morbidade resulta, em grande parte dos casos, na n&o aceitagao do paciente
de uma segunda ferida cirdrgica. Assim, inumeras pesquisas tém sido
realizadas na busca de materiais que substituam o osso autdégeno nos
procedimentos de enxertia (TATULLO et al., 2012).

Em estudos em animais, como opg¢bes de sitios de coleta de osso
autdégeno, temos o osso da calota craniana, osso iliaco, tibia e costela.
Todos apresentam, cada qual, suas peculiaridades, vantagens e
desvantagens (JACKSON; HELDEN; MARX, 1986; SAWIN; TRAYNELIS;
MENEZES, 1998). O osso da calota craniana apresenta o melhor

desempenho, tendo em vista suas vantagens, como: mesmo sitio cirurgico,
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ser rapidamente inserido, sequela da area doadora aceitavel e ser
biologicamente estavel (DAHLIN; ALBERIUS; LINDE, 1991).

A bioengenharia de tecidos é conhecida por se tratar de uma area
interdisciplinar que aplica conceitos de ciéncias bioldgicas e de engenharia e
que contribui para o desenvolvimento de substitutos biolégicos para diversos
tecidos no intuito de restaura-los, manté-los ou até aumentar sua fungao
(BARRILLEAUX et al., 2006). O grande desafio dessa ciéncia é desenvolver
materiais que permitam a adesado, migracado, crescimento e proliferacéo

celular resultando em uma boa integracdo com os tecidos vizinhos.

2.5 DOXICICLINA

As tetraciclinas foram descobertas na década de 40 por Benjamin
Minge Duggar em estudos de fungos presentes no solo de diversas regides.
Uma amostra revelou uma colénia fungica com notavel atividade
antibacteriana contra bactérias causadoras do tifo e febre maculosa, que até
entdo ndo havia cura. A descoberta da extensa atividade contra patdégenos
letais levou o pesquisador a denominar a substancia desconhecida como um
antibidtico de “amplo espectro”, tornando-se um dos primeiros antibiéticos da
histéria da medicina a alcancar este titulo. O antibiético foi denominado
Aeromicina (Clortetraciclina). No final da década de 40, a Aeromicina passou
a ser comercializada pela industria farmacéutica McCormick. Em pouco
tempo, outras empresas quimicas estavam anunciando suas proprias
descobertas de antibidticos de amplo espectro. Na década de 50, Alexander
Finlay e seus colegas da Charles Pfizer Company anunciaram a descoberta
da Terramicina (Oxitetraciclina). Neste periodo, acreditava-se que
modificagdes quimicas de antibidticos diminuiam sua atividade. Ao contrario
do que se acreditava na época, Lloyd Conover da Pfizer produziu um
analogo da Aeromicina, melhorando suas caracteristicas farmacoldgicas e
antibidticas. Tal substancia foi denominada Tetraciclina. Este composto foi
aprovado pela FDA (Food and Drug Administration) em 1954 como a

primeira nova tetraciclina obtida por meio da modificacdo de um produto
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natural, tornando-se um dos primeiros antibiéticos semi-sintéticos comerciais
utilizados na medicina (NELSON; LEVY, 2011).

Nas décadas seguintes, uma segunda geracao de tetraciclinas semi-
sintéticas foram sendo desenvolvidas. Charlie Stephens, quimico da Pfzier,
desenvolveu uma substancia analoga com notavel atividade, estabilidade e
eficacia farmacolégica denominada doxiciclina (NELSON; LEVY, 2011). Tal
antibiético foi aprovado pela FDA em 1967 e é amplamente utilizado até os
dias atuais como um antibiético com amplo espectro contra infecgdes
bacterianas e uma ampla gama de micro-organismos causadores de
infeccbes como anthrax e malaria (NELSON; LEVY, 2011).

Entre o final da década de 70 e inicio da década de 80, diversos
estudos demonstraram efeitos das tetraciclinas para o tratamento da doencga
periodontal. As suas atividades antimicrobianas incluiam a supressédo de
patdgenos Gram negativos presentes na placa subgengival, concentragao do
antibiético no fluido crevicular gengival e capacidade de ligar-se a superficie
dentaria e ser liberado lentamente (BAKER et al., 1983; GORDON et al.,
1981; SLOTS et al.,, 1979; SLOTS; ROSLING; GENCO, 1983). Porém,
também neste periodo, foram descobertas propriedades das tetraciclinas nao
relacionadas com a sua atividade antibacteriana, mas com grandes
vantagens terapéuticas. As propriedades anti-inflamatodrias, a capacidade de
promover a ligagdo entre o tecido conjuntivo e a superficie dentaria e a
inibicdo de metaloproteinases de matriz (MMPs), que sao enzimas
colagenoliticas responsaveis pela degradagao de tecido conjuntivo e
reabsorcao Ossea, foram algumas das propriedades descobertas nesta
época (GOLUB et al., 1983; PLEWIG; SCHOPF, 1975; TERRANOVA et al.,
1986).

Os primeiros relatos da atividade das tetraciclinas na inibicao da
destruicdo do tecido conjuntivo e da perda 6ssea ocorreram na década de 80.
Porém, as observacgdes preliminares se iniciaram ainda na década de 70.
Golub e colaboradores examinavam alteracbes no metabolismo gengival
associadas a diabetes e tiveram um achado inesperado ao verificarem a
supressado da perda de colageno em ratos diabéticos (GOLUB; GARANT;
RAMAMURTHY, 1977; GOLUB et al., 1978; RAMAMURTHY; ZEBROWSKI;
GOLUB, 1974). Golub et al. (1983) demonstraram a capacidade das
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tetraciclinas de inibir a atividade colagenolitica gengival ocasionada pela
diabetes. No estudo, o antibidtico semi-sintético derivado das tetraciclinas, a
minociclina, foi administrado a ratos e humanos diabéticos. Nos ratos, a
administracdo da minociclina suprimiu a atividade da enzima colagenolitica
no tecido gengival e retardou a perda 6ssea e, em humanos, reduziu a
atividade das MMPs no fluido gengival crevicular, efeito este, ndo produzido
pela penicilina. Com os resultados destes estudos iniciais, Golub et al. (1983)
propuseram que as tetraciclinas, e ndo outros antibioticos, poderiam inibir a
colagenase por meio de um mecanismo nao vinculado as suas propriedades
anti-microbianas, e que esta descoberta poderia proporcionar uma nova
abordagem no tratamento de doencas como a periodontite e outras que
envolvem a degradacao do colageno (GOLUB et al., 1990).

Estudos seguintes demonstraram que as tetraciclinas, incluindo a
minociclina e a doxiciclina, tinham acao inibitéria sobre as enzimas
colagenases em diversos tecidos como a gengiva e sobre componentes
celulares como polimorfonucleares (PMNs), macréfagos, osteoblastos e
condrécitos (GOLUB et al., 1983).

O mecanismo de inibigdo das MMPs é complexo. Os efeitos das
tetraciclinas nas MMPs ocorre por inibigao direta de sua atividade e também
por inibigdo de sua sintese. A inibigao direta ocorre devido a ligagdo com os
ions metalicos Ca*? e Zn*?, presentes nas MMPs. As colagenases dependem
dos ions Zn*? e Ca' para estabilizar a sua conformacdo molecular,
necessaria a sua atividade de degradacgao da matriz (TRAJANO, 2012).

Diferentes tecidos e células podem variar consideravelmente sua
susceptibilidade a inibicdo da colagenase e diferentes membros da classe
das tetraciclinas podem diferenciar na sua eficacia anticolagenase (GOLUB
et al., 1990). Estudos mostram uma diferenga na inibicdo da colagenase
extraida de células polimorfonucleares (PMNs) e de fibroblastos (SORSA et
al., 1988). A concentracdo de farmaco necessaria para inibir 50% da
atividade das colagenases de PMNs €& menor que a requerida para os
fibroblastos (LEE et al., 1991).

Outro fator importante a ser considerado é a diferenca existente na
eficacia em inibir a acdo das MMPs entre as diferentes classes de

tetraciclinas. Tetraciclinas semi-sintéticas como a minociclina e a doxiciclina
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apresentam uma efetividade maior para inibir a colagenase em comparacgao
com as demais tetraciclinas. Golub et al. (1990) verificaram maior tempo de
inibicdo da colagenase em bolsas periodontais com a utilizacdo da
minociclina e doxiciclina do que com outras tetraciclinas. Baseado em
estudos in vitro com as tetraciclinas mais comumente prescritas, a doxiciclina
mostra-se claramente como a mais potente (BURNS et al., 1989). A maior
efetividade da doxiciclina tem sido atribuida a sua habilidade em se ligar
mais fortemente ao Zn™? que outras tetraciclinas, desestabilizando a
conformagao molecular das MMPs.

Pouco tempo apds a descoberta das propriedades anticolagenase das
tetraciclinas, a relevancia de tal caracteristica em relagdo a reabsorgao
O0ssea comecou a ser explorada (GOLUB et al., 1990). A reabsorcao Ossea
consiste em uma reagado em cadeia dinamica e complexa que envolve nao
apenas osteoclastos mas também outros tipos celulares. A acado das
tetraciclinas na supressdo da reabsorcdo 6ssea € atribuida a trés fatores:
inibicdo da atividade das MMPs, especialmente as colagenases, indugcdo da
apoptose de osteoclastos e regulacdo da osteoclastogénese (BETTANY et
al., 2000; GOLUB et al., 1994; HOLMES et al., 2004).

Estudos de Bettany e Wolowacz (1998) e Bettany et al. (2000)
demonstraram que a doxiciclina, além de atuar como inibidor da MMP,
possui capacidade de induzir a apoptose de osteoclastos. Bettany e
Wolowacz (1998) verificaram que a doxiciclina induziu a apoptose apos 24
horas em culturas de mondcitos e linhagens celulares de macréfagos. O
mesmo efeito ndo foi observado em células mesenquimais, incluindo
condrécitos, osteoblastos e fibroblastos. As observagdes do estudo
sugeriram que a doxiciclina poderia induzir a apoptose de osteoclastos,
célula que partilha um precursor comum com mondcitos e macrofagos.
Bettany et al. (2000) verificaram também a efetividade da doxiciclina em
induzir a apoptose de osteoclastos e em inibir a reabsor¢do em culturas com
concentragdes de 2-5 ug/mL.

As evidéncias sugerem que as tetraciclinas podem suprimir a
reabsorcdo Ossea nao apenas por meio da inibigdo da atividade de
degradacao enzimatica dos osteoclastos (inibicado das MMPs), mas também

por meio de outros mecanismos como a agao sobre a diferenciacao celular.
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Os fatores envolvidos na osteoclastogénese sao o receptor RANK, também
denominado receptor de diferenciacdo de osteoclastos, o seu ligante RANKL,
também chamado de fator de diferenciacdo de osteoclastos e a
osteoprotegerina (OPG), também chamada de fator inibidor da
osteoclastogénese, receptor para RANKL que inibe a RANKL de se ligar ao
seu receptor RANK (WADA et al., 2006). Embora a medula éssea expresse
niveis baixos de RANKL, esta desempenha um papel critico para o
metabolismo ésseo adequado. A ligagdo de RANKL ao receptor RANK
fornece o sinal crucial para guiar a diferenciacdo dos osteoclastos a partir de
células progenitoras hematopoiéticas (osteoclastogénese), bem como ativar
os osteoclastos maduros (WADA et al., 2006). A OPG regula negativamente
a ligacdo da RANKL com o receptor RANK, inibindo a osteoclastogénese.
Estudos mostram que uma interrupgcdo no eixo RANK-RANKL resulta em
osteopetrose severa e erupgdo dentaria em ratos como resultado de uma
deficiéncia de osteoclastos (suspensao da osteoclastogénese) (DOUGALL et
al., 1999; KONG et al., 1999). Por outro lado, ratos com deficiéncia de OPG,
receptor chamariz para RANKL, apresentam osteoporose resultante do
aumento no numero de osteoclastos (MIZUNO et al., 1998). Holmes et al.
(2004) verificaram in vitro que a doxiciclina € um potente inibidor da
osteoclastogénese. Os efeitos foram observados em células mononucleares
estimuladas com fator RANKL. A formagao de osteoclastos foi inibida pela
doxiciclina quando este farmaco foi adicionado em culturas de células
mononucleares sanguineas em uma concentragao de 250 ng/mL. O efeito
inibitério da doxiciclina sobre a RANKL e consequente interrup¢cdo da
osteoclastogénese foi demonstrada também por Franco et al. (2011). Os
autores verificaram uma inibicdo da atividade da enzima MMP-9 como
responsavel direto pela inibicdo da RANKL.

A reducdo no numero de osteoclastos com a administracdo de
doxiciclina foi verificada por Bezerra et al. (2002). Os autores avaliaram
doses abaixo da capacidade anti-microbiana da doxiciclina (< 10mg/kg/dia)
em ratos. Os animais que nao receberam a medicagcdo apresentaram
significativamente maior perda Ossea alveolar, infiltrado inflamatério
mononuclear intenso e aumento no numero de osteoclastos. Mavragani,

Brudvik e Selvig (2005) verificaram redugdo no numero de osteoclastos e
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também de odontoclastos na superficie dentaria com a administracao de
baixas doses de doxiciclina.

Os efeitos de baixas doses de doxiciclina na proliferacdo e
diferenciacao de células precursoras em osteoblastos foram demonstrados
por Gomes e Fernandes (2007), Almazin et al. (2009) e Park (2012). Gomes
e Fernandes (2007) avaliaram o comportamento de células osteoblasticas da
medula 6ssea humana na atividade funcional na presenga de concentragdes
terapéuticas de doxiciclina (1-25 ug/mL). A exposi¢ao celular a doxiciclina
induziu um aumento significativo no numero de células osteoblasticas ativas,
que produziu uma propor¢ao de uma matriz mineralizada normal, sugerindo
uma potencial aplicagao terapéutica com o objetivo de aumentar a formacéao
ossea. Almazin et al. (2009) avaliaram o efeito de sistemas de liberagao local,
incluindo a doxiciclina a 10% na proliferacédo e diferenciacédo de células
osteoblasticas. O estudo demonstrou que a doxiciclina a 10% aumentou a
diferenciacdo e maturacdo celular. Park (2012) demonstrou, também, que
baixas doses de doxiciclina apresentam efeitos positivos na diferenciacdo de
células precursoras 0sseas.

Os diversos efeitos da doxiciclina sobre a atividade de reparo 6sseo
impulsionaram a utilizagao desta substancia no reparo 6sseo. A utilizagao da
doxiciclina a 10% associada ao gel de natrosol no reparo 6sseo de defeitos
criticos em calvaria de ratos foi estudada por Silva et al. (2015). Os autores
avaliaram 24 ratos. Foram confeccionados defeitos com 6 mm de diametro
com broca trefina na calvaria dos animais. Estes foram divididos em 3 grupos
de acordo com o tratamento aplicado aos defeitos (controle — sem tratamento,
coagulo sanguineo, gel de natrosol e doxiciclina a 10% associada ao gel de
natrosol). Os animais foram eutanaziados apods 4 e 8 semanas e o tecido
0sseo da calvaria foi avaliado por meio de tomografia computadorizada e
analise histomorfométrica. Os resultados do estudo mostraram que os
animais do grupo tratado com doxiciclina a 10% associado ao gel de natrosol
apresentaram neoformacédo d&ssea significativamente maior (44%) em
comparagao com os grupos tratados com natrosol (33%) e controle (32%) no
periodo de 4 semanas. No periodo de 8 semanas, novamente 0 grupo
tratado com doxiciclina apresentou neoformacgao dOssea significativamente

maior (61%) que os grupos natrosol (34%) e controle (23%). O estudo
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mostrou resultados promissores da doxiciclina a 10% em gel de natrosol em
relagdo ao reparo 0sseo e, de acordo com os autores, a associagao deste
antibiético com materiais de enxerto poderia ser considerado e investigado
uma vez que pode trazer o beneficio do suporte do material de enxerto para
a liberacao do farmaco.

Neste mesmo estudo, a utilizagédo do gel de natrosol como veiculo
para a doxiciclina foi proposta por Silva et al. (2015). O gel de natrosol
(hidroxietil celulose) € um agente inerte e soluvel em agua, amplamente
utilizado como base e espessante para shampoos e sabonetes (MIYAMOTO
et al., 1989). Esta substancia tém sido frequentemente utilizada como base
para o gluconato de clorexidina (DAMETTO et al., 2005; FERRAZ et al.,
2001).

Os efeitos clinicos da doxiciclina no processo de reabsorcdo Ossea
tém sido também amplamente estudados. Ciancio e Ashley (1998)
verificaram que a administracdo de doses sub-antimicrobianas de doxiciclina
em pacientes com periodontite resultava em aumento das insergdes e
diminuicdo na profundidade de sondagem. Resultados semelhantes foram
verificados por Gapski et al. (2009) e Golub et al. (2008). Resultados
favoraveis foram também encontrados por Buchter et al. (2004) para o
tratamento de peri-implantite por meio da combinacdo de enxerto dsseo
autégeno com polimero biodegradavel contendo doxiciclina, denominado
Atridox. Por outro lado, Eickholz et al. (2014) e Payne et al. (2007) nao
encontraram diferencas na profundidade de sondagem e na insergao clinica

com a administracédo de doxiciclina em comparagao com placebo.
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3 PROPOSICAO

O objetivo do estudo foi avaliar, por meio de analise descritiva e
histomorfométrica, o efeito da doxiciclina a 10% com gel de natrosol
associada ao enxerto autdégeno em relacdo ao reparo 6sseo de defeitos de

tamanho critico em calvaria de ratos.
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4 Material e mitodos
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4 MATERIAL E METODOS

Nesta secdo, sera exposto todo o desenvolvimento técnico laboratorial

cientifico do trabalho exposto na dissertacao.

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica na
Utilizagcao de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Alfenas — Unifal-
MG pelo numero 590/2014 (ANEXO A). Para o presente trabalho foram
utilizados 50 (cinquenta) ratos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar), machos,
com peso de aproximadamente 500 gramas (Biotério Central da
Universidade Federal de Alfenas — Unifal-MG). Os animais foram mantidos
em gaiolas plasticas coletivas higienizadas, com 1 (um) animal por gaiola,
em ambiente com temperatura entre 22 e 24°C, com ciclo de luz controlada
(12 horas claro e 12 horas escuro) e com consumo de ragao solida e agua ad
libitum durante todo periodo experimental. Os animais foram aleatoriamente
divididos em 5 (cinco) grupos experimentais, conforme o material a ser
implantado, de 10 (dez) animais para cada grupo. Os animais foram
subdivididos em periodos de 4 e 8 semanas, sendo 5 (cinco) animais para

cada periodo por grupo (Tabela 1).
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Tabela 1 — Distribuigcdo dos animais em relagdo aos grupos e periodos experimentais.

N° de N° de
N° total de
Grupo Material animais 4 animais 8
animais

semanas semanas

Cco Coagulo (controle) 10 5 5
Doxiciclina a 10% com gel de
DOX 10 5 5
Natrosol

NAT Natrosol 10 5 5
OA Osso autdégeno 10 5 5

Osso autégeno + Doxiciclina a 10%
OA + DOX 10 5 5
com gel de Natrosol

Fonte: Do autor.

4.2 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Para a realizacdo dos procedimentos cirurgicos, os animais foram
anestesiados com associacdo de cloridrato de quetamina (70 mg/kg),
solugdo anestésica, e cloridrato de xilazina (6 mg/kg), solugdo sedativa e
relaxante muscular, por via intramuscular na face posterior da coxa. Apds a
anestesia, foi realizada a tricotomia da regiao frontoparietal dos animais e
antissepsia com alcool iodado a 1% com polivinilpirrolidona-iodado (PVPI) a
10% com 1% de iodo ativo. Em seguida foi realizada uma incisdo em “U” na
regido mediana da calvaria, com uma lamina de bisturi n°® 15. A inciséo
atingiu o periosteo, permitindo o deslocamento de um retalho de espessura
total em direcdo posterior. Uma cavidade com 5 mm de didmetro foi
preparada na calvaria com broca trefina, sob refrigeragdo abundante com
soro fisiologico estéril (Figura 1). A profundidade da cavidade foi o suficiente
para transpassar a espessura 6ssea da diploe e expor as meninges do fundo

da cavidade. Foram feitas marcacbées em formato de “L” com broca
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diamantada sob refrigeragdo a 2 mm anterior e 2 mm posterior das margens
do defeito cirurgico, sendo preenchidas com amalgama (Figura 2). O objetivo
das marcacgdes foi permitir a identificacdo das margens ésseas originais
(MESSORA et al., 2008).

Figura 1 — Cirurgia em calvaria

Fonte: Do autor.
Nota: (a) Confeccéo de cavidade em calvaria com broca trefina.

(b) Remocéo do osso da calota craniana.

Figura 2 — Cavidade de 5mm de didmetro com distancia as marcagbes em
amalgama correspondentes a 2mm de cada lado da margem do

defeito.

Fonte: Do autor.
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As cavidades foram preenchidas com os materiais conforme os
grupos (Figura 3). O grupo controle foi deixado sem preenchimento da
cavidade, de maneira a permitir a formagcdo de um coagulo sanguineo. No
grupo com preenchimento com doxiciclina a 10% com gel de natrosol, um
volume de 0,1mL do material manipulado foi inserido na cavidade com
auxilio de um descolador Molt. No grupo contendo apenas gel de natrosol,
um volume de 0,1mL do farmaco foi inserido diretamente na cavidade. Para
0 grupo em que as cavidades foram preenchidas com osso autégeno, o0 0sso
da calota craniana removido com a broca trefina foi triturado com auxilio de
um triturador para osso e devolvido a cavidade. Para o grupo com
preenchimento com doxiciclina a 10% com gel de natrosol associado ao 0sso
autégeno, o mesmo foi triturado com triturador de osso e misturado a 0,1mL
do farmaco e inserido na cavidade. Apds o preenchimento das cavidades, as

bordas das incisdes foram suturadas com fio de seda 5-0.
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Figura 3 — Materiais utilizados na cirurgia.

C
A

Fonte: Do autor.

Nota: (a) Instrumental Molt utilizado para preenchimento da cavidade com doxiciclina a 10%
com gel de natrosol.
(b) Triturador de osso.
(c) Osso autdgeno particulado associado a doxiciclina a 10% com gel de natrosol.

(d) Preenchimento da cavidade confeccionada na calvaria de rato.

4.3 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Apds os periodos experimentais de 4 e 8 semanas, os animais foram
mortos com inalagdo excessiva de CO,. A regiao compreendendo o defeito
cirargico foi removida e as pecas fixadas em formol neutro a 10%, lavadas
em agua corrente e descalcificadas em solugdo de &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) a 18%. Em seguida, as pegas foram
processadas e incluidas em parafina. Foram realizados cortes seriados no

sentido longitudinal da pega com 6 ym de espessura, iniciados a partir do
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centro do defeito cirurgico original. Os cortes foram corados pelas técnicas

da Hematoxilina e Eosina (HE) para analise em microscopia 6ptica.

4.4 ANALISE DESCRITIVA E HISTOMORFOMETRICA

Os cortes histolégicos corados por Hematoxilina e Eosina foram
avaliados morfologicamente de forma descritiva, qualitativamente em
microscopia Optica (Olympus DP71, Toéquio, Japao), observando os

seguintes aspectos:

a) Qualidade e intensidade da reacao inflamatéria desenvolvida;

b) Presenca de fibroblastos e fibras colagenas;

c) Intensidade e localizacdo da angiogénese;

d) Presengca de tecido de granulagdo e formacdo de trabéculas
osseas;

e) Tipo e qualidade do tecido formado no interior do defeito cirurgico.

A andlise histomorfométrica permitiu quantificar o tecido o&sseo
neoformado no interior do defeito &ésseo cirurgicamente produzido nas
calvarias dos animais. As analises histomorfométricas foram realizadas por
um unico examinador, em esquema cego, para o tipo de tratamento realizado.
As imagens dos cortes histolégicos foram capturadas por meio de uma
camera digital (Olympus DP71, Téquio, Japao) acoplada a um microscopio
Optico binocular (Olympus BX50, Téquio, Japdo) com um aumento original de

4x (lente objetiva N, Olympus) e salvas em um computador (Figura 4).
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Figura 4 — Microscopio optico com camera digital acoplada

utilizado nas analises descritiva e histomorfométrica.

Fonte: Do autor.

A andlise histomorfométrica foi realizada com o auxilio de um software
Image J 1.48 (National Institute of Mental Health, Maryland, EUA). O
programa permitiu o calculo da area de formacado Ossea. A area total do
defeito cirtirgico confeccionado foi mensurada em mm? baseando-se nas
margens direita e esquerda, seguindo as marcagdes confeccionadas
estabelecidas pelas distancias pré-mensuradas. Foi estabelecido um
comprimento de 5mm para o defeito cirirgico somado a 1mm decorrente de
oscilacado da trefina, totalizando 6mm de comprimento. A altura da area total
foi determinada de acordo com a espessura da calota craniana (Figura 5). A
area de osso neoformado presente na regidao delimitada na area total foi
mensurada em mm? e convertida em porcentagem de area de novo 0sso em

relacado a area total do defeito cirurgico (Figura 5).
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Figura 5 — Analise histomorfométrica.

6 mm

1.0 mm

Fonte: Do autor.

Nota: Por meio do software Image J, com o estabelecimento da area total do defeito
cirargico (retangulo preto), considerando um comprimento total de 6mm e uma altura
de acordo com a espessura da calota craniana. No interior da area total, foi delimitada

a area de osso neoformado no defeito (linha azul).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad
Prism 5. Os dados quantitativos foram submetidos aos testes de
Kolmogorov-Smirnov para verificacao de distribuicdo normal. Para todos os
testes foi considerado o nivel de significancia de 5%. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e, estando dentro da curva de
distribuicdo normal, também submetidos ao teste Tukey a 5% de

significancia.
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5 RESULTADOS

Os resultados das analises descritivas e histomofométricas apods os

periodos de 4 e 8 semanas estdo apresentados a seguir:

5.1 ANALISE DESCRITIVA

A imagem microscoépica de cortes representativos dos espécimes de
cada grupo nos periodos de 4 e 8 semanas sao apresentados nas Figuras 6

e 7, respectivamente.

5.1.1 4 Semanas

A analise microscopica dos cortes das calvarias dos espécimes dos
grupos estudados no periodo de 4 semanas mostrou neoformagao dssea nas
bordas do defeito cirurgico em sentido ao centro do defeito. O tecido dsseo
neoformado apresentava um aspecto menos denso e mais vascularizado em
relacdo ao osso nativo da calvaria, permitindo a diferenciagao da interface
osso neoformado/nativo (Figura 6B, D, F, H e J). A neoformacao tecidual foi
discreta e restrita as margens do defeito para os grupos CO, DOX e NAT
(Figura 6A, C, E). Os grupos OA e OA + DOX apresentaram uma
neoformacdo Ossea mais evidente. Nos espécimes destes grupos foi
verificada a presenca de particulas de osso autdégeno circunscritas por tecido

conjuntivo na regido correspondente ao centro do defeito (Figura G e |).
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Figura 6 — Fotomicrografias de cortes representativos dos grupos estudados no periodo de

4 semanas.

Controle

1.0 mm

1.0 mm

Natrosol

@
~
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Osso Autogeno

1.0 mm

Osso Autdgeno + Doxiciclina

Fonte: Do autor.

Nota: E possivel observar uma neoformagéo 6ssea discreta restrita as margens do defeito
para os grupos CO (A), DOX (C) e NAT (E). Nas imagens de maior aumento (B, D, F e
J) é possivel notar a regido de interface entre o osso nativo (asterisco vermelho) e o
osso neoformado (asterisco preto). Maior porcentagem de osso neoformado pode ser
observado nos grupos OA (G) e OA + DOX (l). Particulas de osso autégeno (H -
asterisco preto) sdo observadas no centro do defeito cirdrgico nestes grupos. O
aspecto menos denso do tecido neoformado (asterisco preto) em relacdo ao tecido
nativo (asterisco vermelho) pode ser evidenciado em maior aumento (B, D, F e J). (A,
C, E, G e l) Objetiva de 4x. (B, D, F, H e J) Objetiva de 40x. Coloragédo HE.
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5.1.2 8 Semanas

A analise microscopica dos espécimes dos respectivos grupos no
periodo de 8 semanas mostrou neoformacao de tecido ésseo nas margens
do defeito cirurgico com maior intensidade em relagdo ao periodo anterior.
Neste periodo, os grupos CO, DOX e NAT apresentaram uma neoformacéao
Ossea discreta e limitada as bordas do defeito (Figura 7A, C e E). Os grupos
OA e OA + DOX apresentaram uma alta porcentagem de neoformacéao 6ssea
em relagdo ao periodo anterior. Novamente pdde-se observar, nestes grupos,
a presencga de osso particulado na porgao correspondente ao centro do

defeito cirurgico (Figura 7G e |).



47

Figura 7 — Fotomicrografias de cortes representativos dos grupos estudados no periodo de

8 semanas.

Controle

Fonte: Do autor.

Nota: Nas imagens em aumento de 4x, é possivel observar neoformacdo éssea mais
evidente em relagcdo ao periodo de 4 semanas. Nos grupos CO (A), DOX (C) e NAT
(E) é possivel notar neoformacado dssea menos evidente em comparagdo com o0s
espécimes dos grupos OA (G) e OA + DOX (I). Nas imagens em maior aumento (B, D,
F, H e J) visualiza-se a regido de interface entre o osso nativo (asterisco vermelho) e o
osso neoformado (asterisco preto). (A, C, E, G e |) Objetiva de 4x. (B, D, F, H e J)
Objetiva de 40x. Coloracao HE.
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5.2 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

A média, o desvio padrao e as diferencas estatisticas da porcentagem
de neoformacao dssea no periodo de 4 semanas estdo representados na
Tabela 2 e na Figura 8. A analise histomorfométrica dos espécimes mostrou
que no periodo de 4 semanas o grupo OA + DOX apresentou a maior
porcentagem de neoformacido Ossea (38,59 * 3,09). Houve diferenca
estatisticamente significante entre este grupo em relagdo ao CO e ao NAT,
que apresentaram os menores valores (19,52 + 4,36 e 1594 * 6,67,
respectivamente) (p < 0,05). Nas demais comparagdes nao foram verificadas

diferencgas estatisticamente significantes (p > 0,05).

Tabela 2 — Média e desvio padrao da porcentagem de area correspondente ao 0sso
neoformado nas margens do defeito cirirgico nos respectivos grupos

estudados nos periodos de 4 e 8 semanas.

Grupo 4 semanas 8 semanas
co 19,52 + 4,36*" 18,80 + 9,32%"
DOX 26,65 + 10,18%" 22,05 + 2,08%4
NAT 15,94 + 6,67A 15,89 + 4,91
OA 29,95 + 10,392 43,46 + 19,46°4
OA + DOX 38,59 + 3,09 47,86 + 13,96°*

Fonte: Do autor.

Nota: As letras minusculas em cada coluna representam as diferengas estatisticas entre os
grupos em cada periodo (p < 0,05). As letras mailusculas em cada linha representam
as diferengas estatisticas no mesmo grupo entre os periodos de 4 e 8 semanas (p <
0,05).
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Figura 8 — Média e desvio padrao dos grupos avaliados no periodo de 4 semanas.
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Fonte: Do autor.

A média, o desvio padrao e as diferencas estatisticas da porcentagem
de neoformacado dssea no periodo de 8 semanas estdo representados na
Tabela 2 e na Figura 9. Os maiores valores de neoformacao 6ssea foram
verificados para o grupo OA + DOX (47,86 + 13,96) enquanto os menores
para o grupo NAT (15,89 £ 4,91). O grupo OA + DOX apresentou diferenca
estatisticamente significante em relagdo aos grupos CO, NAT e DOX (p <
0,05). Houve diferenca estatistica também entre os grupos OA e NAT ( p <
0,05).
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Figura 9 — Média e desvio padrédo dos grupos avaliados no periodo de 8 semanas.
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Fonte: Do autor.

A média e o desvio padrdao da porcentagem de neoformacéo dssea
nos periodos de 4 e 8 semanas estdo representados na Figura 10. A
comparagao entre os periodos de 4 e 8 semanas, mostrou que houve
aumento na porcentagem de neoformagdo 6ssea do periodo de 4 para 8
semanas para os grupos OA e OA + DOX. Os demais grupos apresentaram
uma redugao da porcentagem de neoformacgao éssea. Porém, o aumento ou
a reducao verificada para os grupos nao foi estatisticamente significante para

nenhum dos grupos estudados (p > 0,05).
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Figura 10 — Média e desvio padrdao dos grupos avaliados nos periodos de 4 € 8

semanas.
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6 Discussio




53

6 DISCUSSAO

O estudo teve como objetivo avaliar a associagao da doxiciclina a 10%
em gel de natrosol com osso autégeno particulado no reparo 6sseo em
defeitos de tamanho critico confeccionados em calvaria de ratos. O reparo de
defeitos 6sseos extensos sempre foi um desafio para a cirurgia (BREINE;
BRANEMARK, 1980; SPICER et al., 2012). A velocidade de neoformacéao
o0ssea, menor em relagdo ao tecido conjuntivo, constitui um obstaculo ao
processo de neoformacgao tecidual. Isto ocorre pois, em grande parte dos
casos, ha a formacgao de tecido fibroso na regido do defeito, impedido o
completo reparo com tecido 6sseo (GOSAIN et al.,, 2003; SCHMITZ;
HOLLINGER, 1986).

Para a avaliacdo do reparo 6sseo € fundamental obter um sitio
cirargico que fornega alguns fatores favoraveis a analise. Tais fatores sao as
dimensbes adequadas para simular um defeito critico, uma localizagdo em
qgue nao haja interferéncias externas como carga mecanica e movimentagoes,
e 0sso que envolva porcao cortical e medular (CESTARI, 2009; GOMES;
FERNANDES, 2011; GOSAIN et al., 2003).

Diversos modelos de estudo tém sido utilizados para avaliar o reparo
06sseo como alvéolos dentarios de ratos e tibia de coelhos (CARVALHO et al.,
1997; WALSH et al., 2008). Porém, tais modelos de estudo apresentam
dificuldade de padronizacdo do tamanho do defeito, dificuldade para se obter
um defeito sem capacidade de reparo espontaneo e interferéncia no reparo
devido a carga mecanica a que as regides sao submetidas (CESTARI, 2009).
A calvaria de rato tem sido um sitio cirurgico amplamente utilizado na
avaliacao da neoformacado 6ssea (BOSCH; MELSEN; VARGERVIK, 1998;
HOLLINGER; KLEINSCHMIDT, 1990; MESSORA et al., 2008). Neste modelo
de estudo, um defeito & confeccionado no tecido 6sseo com trefina com um
diametro suficiente para nao permitir o reparo 6sseo espontaneo, havendo a
necessidade de utilizagdo de um material de enxerto para auxiliar no
processo (SCHMITZ; HOLLINGER, 1986). As vantagens associadas a este

modelo de estudo estdo relacionadas primeiramente a espécie de animal
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selecionada. Os animais utilizados nos estudos de reparo 6sseo incluem
uma ampla gama de mamiferos como caes e coelhos, porém roedores como
ratos e camundongos oferecem vantagens distintas em relagdo aos demais.
Os ratos sao facilmente manipulados, menos onerosos em relagdo a sua
manutencdo e podem ser mantidos em grande numero em um espago
limitado (CESTARI, 2009). Além disso, o ciclo reprodutivo &
substancialmente mais curto, fornecendo animais suficientes para grandes
grupos de estudo em uma quantidade razoavel de tempo (HISTING et al.,
2011). Outras vantagens deste modelo de estudo estdo relacionadas a
regido utilizada para tal analise. A calvaria apresenta uma area consideravel
de osso cortical e medular (CESTARI, 2009). A regido é de facil acesso
cirargico, o que permite maior precisdo na padronizagao dos defeitos. A
calota apresenta pouca movimentagdo e carga mecanica, diminuindo as
interferéncias da contragdo muscular no reparo e minimizando os riscos de
fraturas Osseas, que comprometem a regeneracao ossea (CESTARI, 2009;
GOMES; FERNANDES, 2011). Além disso, a dura-mater é apontada como
uma fonte de células mesenquimais indiferenciadas aptas a proliferarem e
se diferenciarem em osteoblastos participando do processo de reparo da
calvaria (GOSAIN et al., 2003; WANG; GLIMCHER, 1999).

No estudo, defeitos com diametro de 5 mm foram confeccionados com
broca trefina. Na literatura existe uma grande divergéncia em relacdo ao
tamanho do defeito (HOLLINGER; KLEINSCHMIDT, 1990). E importante
salientar que, independentemente do didametro selecionado, o fator
determinante no sucesso da avaliacdo € a incapacidade do defeito de
apresentar reparo 0sseo espontaneo durante o periodo do experimento
(GOSAIN et al., 2003). Didametros maiores que o utilizado no presente estudo
sdo encontrados na literatura, variando de 6 a 10 mm (MESSORA et al.,
2008; PATEL et al.,, 2008; SCHLEGEL et al., 2006; SILVA et al., 2015).
Contudo, os resultados do estudo mostraram que nenhum dos defeitos se
reparou por completo, mesmo no periodo de 8 semanas, demonstrando que
o didmetro de 5 mm foi suficiente para criar um defeito a ser considerado
como de tamanho critico.

Em relacdo ao método de analise, as avaliagbes histomorfométricas

sdo amplamente preconizadas para avaliar a capacidade de neoformacéao
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o6ssea (MESSORA et al., 2008; SILVA et al., 2015). A analise por meio do
calculo da area do defeito € um método bastante confiavel pois permite
calcular a area em que houve crescimento 6sseo baseado na determinacao
do tamanho do defeito original (MELO et al., 2005; MESSORA et al., 2008;
SILVA et al., 2015). Messora et al. (2008) propuseram uma metodologia de
analise de defeitos em calvaria que incluia a confec¢gao de marcagdes em “L”
em amalgama para pré-estabelecer distdncias em relacdo ao defeito, sendo
tal metodologia seguida no presente estudo. E importante ressaltar que
alguns aspectos da avaliagao histomorfométrica foram realizados a fim de
diminuir possiveis interferéncias nos resultados. Dentre eles, o calculo da
area total do defeito original foi realizado considerando a oscilagao da trefina,
resultando em um defeito de maior didmetro que o da trefina, como reportado
por Silva et al. (2015). Considerou-se um aumento de 1 mm no didametro total
do defeito. Além disso, a espessura da calota foi considerada como a altura
do defeito para o calculo da area total do defeito original. Outro aspecto que
facilitou a padronizacédo dos defeitos foi o préprio sitio cirurgico selecionado.
Como mencionado anteriormente, a calota craniana oferece diversas
vantagens em relacdo a demais sitios cirurgicos, dentre elas a facilidade de
acesso e uma ampla area para confeccdo de um defeito padronizado
(CESTARI, 2009; MESSORA et al., 2008; SILVA et al., 2015).

No estudo, a substancia derivada semi-sintética da tetraciclina, a
doxiciclina, foi avaliada associada ou ndao ao osso autégeno no reparo 6sseo
em defeito de tamanho critico. Inicialmente, as tetraciclinas foram utilizadas
na Odontologia para o tratamento da doenca periodontal devido as suas
propriedades antimicrobianas (BAKER et al., 1983; SLOTS et al., 1979;
SLOTS; ROSLING; GENCO, 1983). Posteriormente, com a descoberta de
propriedades n&o relacionadas com a sua atividade antibacteriana,
ampliaram as perspectivas terapéuticas deste farmaco. As propriedades anti-
inflamatodrias, a capacidade de promover a ligagao entre o tecido conjuntivo e
a superficie dentaria e a inibicido de metaloproteinases de matriz (MMPs),
que sao enzimas colagenoliticas responsaveis pela degradacédo de tecido
conjuntivo e reabsorcdo Oéssea, foram algumas das propriedades
encontradas para as tetraciclinas (GOLUB et al., 1983; PLEWIG; SCHOPF,
1975; TERRANOVA et al., 1986).
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A capacidade das tetraciclinas, incluindo a doxiciclina, de inibir as
MMPs e colagenases impulsionaram estudos relacionados ao tecido 6sseo
(BETTANY; WOLOWACZ, 1998; BETTANY et al., 2000; SILVA et al., 2015).
A doxiciclina apresenta capacidade de inibicdo de enzimas colagenases
(responsaveis pela degradacdo de tecido conjuntivo e reabsorgao éssea),
inibicdo da osteoclastogénese e indugcdo da apoptose de osteoclastos
(BETTANY; WOLOWACZ, 1998; FRANCO et al., 2011; GOLUB et al., 1983).
Tais caracteristicas sdo extremamente relevantes tratando-se de reparo
tecidual 6sseo. No estudo, a doxiciclina foi utilizada na concentragao de 10%.
Baixas doses de doxiciclina apresentam um resultado favoravel na
diferenciagcao de células osteoprogenitoras (GOMES; FERNANDES, 2007;
PARK, 2012). Além disso, a concentracao de 10% apresenta um efeito ndo
citotoxico em osteoblastos, permitindo a sua diferenciacdo e maturacao
(ALMAZIN et al., 2009). Concentragao semelhante de doxiciclina foi avaliada
anteriormente por Silva et al. (2015) em relagdo ao reparo de defeitos em
calvaria de ratos, apresentando resultados favoraveis.

No estudo, a doxiciclina foi aplicada isoladamente no defeito ou
associada ao osso autdégeno. A doxiciclina utilizada isoladamente apresentou
uma porcentagem de neoformagéo 6ssea inferior (26,65% e 22,05% em 4 e
8 semanas, respectivamente) ao verificado para 0s grupos em que 0 0SSO
autogeno foi utilizado nos dois periodos avaliados (29,95% OA e 38,59% OA
+ DOX em 4 semanas e 43,46% OA e 47,86% OA + DOX em 8 semanas).
Tais dados sugerem que a sua utilizacao isolada n&o apresenta um resultado
tdo favoravel como aquele encontrado no grupo em que a doxiciclina foi
associada ao enxerto 6sseo. Um fator a ser considerado é que no caso da
aplicagao da doxiciclina isoladamente, o reparo ésseo fica exclusivamente as
expensas do tecido 6sseo nativo, ou seja, presente nas margens do defeito,
0 que em casos de defeitos extensos dificulta o reparo em sua extensao, em
comparagao com a utilizagdo de enxertos. Sem a presenga de um arcabouco
para auxiliar na neoformagao éssea, o processo de reparo torna-se mais
dificil (SILVA et al., 2015). Neste caso, o tecido conjuntivo do retalho entra
em contato com o centro do defeito, interferindo na neoformacao dssea no
local. J& na comparagao com o grupo controle (19,52% em 4 semanas e

18,80% em 8 semanas), em que O reparo ocorreu apenas por meio de
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coagulo sanguineo, a doxiciclina apresentou valores elevados (26,65% em 4
semanas e 22,05% em 8 semanas), indicando que houve um efeito no
reparo 0sseo.

Outra substancia avaliada no estudo foi o gel de natrosol. A doxiciclina
foi utilizada na concentracao de 10% e o gel de natrosol foi utilizado como
veiculo como proposto por Silva et al. (2015). O gel de natrosol (hidroxietil
celulose) € um agente inerte e soluvel em agua (DAMETTO et al., 2005;
FERRAZ et al., 2001; MIYAMOTO et al., 1989). Sendo esta uma substancia
inerte, supds-se que nao haveria agdo nenhuma no reparo tecidual. Os
resultados mostraram que os espécimes em que o gel de natrosol foi
utilizado para preencher as calotas, a porcentagem de neoformacéao dssea
foi inferior (15,94% e 15,89% em 4 e 8 semanas, respectivamente) aos
espécimes do grupo da doxiciclina nos periodos de 4 e 8 semanas (26,65% e
22,05% em 4 e 8 semanas, respectivamente). Este resultado sugere que o
natrosol atua como uma substancia inerte e que a doxiciclina € o
componente indutor da neoformacao 6ssea. Tais resultados corroboram com
os encontrados por Silva et al. (2015), em que o reparo 6sseo nos defeitos
tratados com natrosol foi significativamente menor em relagdo aos defeitos
em que a doxiciclina foi aplicada.

Como material de enxerto, foi avaliado o osso autégeno, sendo este
associado ou nao a doxiciclina a 10% em gel de natrosol. Ainda atualmente,
0 0ssO0 autdogeno é considerado o padrdo ouro como material para
osteogénese (BLOCK; KENT, 1997; MISCH, 2010). Uma literatura extensa
relata resultados favoraveis no reparo 6sseo com a sua utilizacdo (BLOCK;
KENT, 1997; RESTOY-LOZANO et al., 2015). Defeitos extensos necessitam
de um grande volume de enxerto para auxiliar no reparo. Neste sentido, a
utilizagcdo do osso autdgeno € limitada devido a disponibilidade, as vezes,
restrita da area doadora de osso (BRODIE et al., 2005; KESKIN et al., 2008).
Além disso, o inconveniente associado com a sua obtencéo € a necessidade
de acesso cirurgico em uma area doadora, gerando desconfortos, o que
ainda torna-se um fator que pode levar a utilizacdo de biomateriais para
substitui-lo (TATULLO et al., 2012).

Os resultados mostraram que a associagao da doxiciclina a 10% com

gel de natrosol com o osso autdgeno foi capaz de elevar a porcentagem de
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neoformacéo dssea nos defeitos de tamanho critico tanto no periodo de 4
quanto de 8 semanas. Diferengas estatisticas foram encontradas entre este
grupo (38,59%) e o controle (19,52%) e natrosol (15,94%) no periodo de 4
semanas e entre este grupo (47,86%) e o controle (18,80%), doxiciclina
(22,05%) e natrosol (15,89%) no periodo de 8 semanas. Em relagédo ao
grupo em que o0 osso autégeno foi utilizado isoladamente, a menor
porcentagem de neoformacgdo Ossea verificada, embora ndo tenha sido
estatisticamente significante, sugere que a associagdo com a doxiciclina
aumentou a capacidade de reparo do osso autégeno, como sugerido por
Silva et al. (2015). Os processos especificos que levam a este aumento
provavelmente estao relacionados as propriedades da doxiciclina de inibicao
de osteoclastogénese e indugdo da apoptose de osteoclastos (BETTANY;
WOLOWACZ, 1998; FRANCO et al., 2011; GOLUB et al., 1983; SILVA et al.,
2015). Os resultados encontrados corroboram com os relatos na literatura
(BUCHTER et al., 2004; CIANCIO; ASHLEY, 1998; GAPSKI et al., 2009;
GOLUB et al., 2008). Os resultados sugerem também que a atuagao do 0sso
autégeno na osteocondugdo, ou seja, como um arcabougo durante a
neoformacao 6ssea permitindo a infiltracado de vasos sanguineos, migracao
celular e manutengao do espacgo, ampliou o reparo tecidual em comparacao
com a utilizagdo da doxiciclina isoladamente. Além disso, a associagdo com
a doxiciclina pode ter atuado como uma conexao biolégica entre as
particulas do enxerto, aumentando a capacidade de regeneracao tecidual
(SILVA et al., 2015).

As perspectivas da utilizagao terapéutica da doxiciclina para auxiliar
no processo de reparo dsseo sao amplas (BUCHTER et al., 2004; GAPSKI et
al., 2009; SILVA et al.,, 2015). O estudo permitiu verificar uma acado da
doxiciclina a 10% em gel de natrosol no reparo 6sseo em defeitos de
tamanho critico. Como mencionado anteriormente, defeitos 6sseos extensos
nao possuem capacidade de reparar-se completamente sem o auxilio de um
biomaterial (SCHMITZ; HOLLINGER, 1986). A atividade da doxiciclina em
associagdo com o o0sso autdogeno foi bastante promissora para a
neoformacédo Ossea deste tipo de defeito, corroborando com o estudo
anteriormente realizado por Silva et al. (2015). Embora haja diversos estudos

que comprovem a eficacia da doxiciclina como inibidor de osteoclastogénese
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e colagenases, e indutor de apoptose osteoclastica, a necessidade de mais
estudos se faz fundamental para demonstrar sua acdo em diferentes
modalidades terapéuticas e se a associacao da doxiciclina com diferentes
materiais de enxerto sdo também favoraveis ao reparo 6sseo (BETTANY;
WOLOWACZ, 1998; BETTANY et al., 2000; GOLUB, et al. 1983; HOLMES et
al., 2004; SILVA et al., 2015).
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7 CONCLUSAO

Por meio de analise descritiva e histomorfométrica, os resultados do
estudo permitem concluir que a associagéo da doxiciclina a 10% em gel de
natrosol com osso autdgeno (OA + DOX) induz um aumento significativo na
taxa de neoformacédo 6ssea em defeitos de tamanho critico em calvaria de
ratos apdés um periodo de 4 e 8 semanas (38,59% e 47,86%,
respectivamente), em relagéo aos defeitos nao preenchidos (CO - 19,52% e
18,80% em 4 e 8 semanas, respectivamente) e preenchidos com doxiciclina
a 10% em gel de natrosol (DOX - 26,65% e 22,05% em 4 e 8 semanas,
respectivamente) e gel de natrosol (NAT - 1594% e 15,89% em 4 e 8

semanas, respectivamente).
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ANEXO

ANEXO A - Copia da Carta de aprovacdo do estudo no Comité de Etica na
Utilizacdo de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Alfenas —
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

Comissio de Etica no Uso de Animais - CEUA/UNIFAL Unifals

Universidade Federal de Alfenas

Alfenas, 17 de novembro de 2014.

Prof. Dr. Ronaldo Célio Mariano

Prezado Professor,

O projeto sob a sua coordenagdo, registrado sob o n° 590/2014,
intitulado “Efeito da associagéo da doxiciclina com enxerto de osso autdgeno
particulado no reparo 6sseo: estudo histomorfométrico em calvaria de ratos”,
com inicio previsto para 01/12/2014 e término previsto para 30/11/2015 foi
apreciado e Aprovado pela CEUA-UNIFAL.

Apos o término do projeto de pesquisa devera ser enviado a CEUA um

relatério final de protocolo de pesquisa. O prazo é de até 30 dias apods o
encerramento da pesquisa.

Colocamo-nos a disposi¢do para eventuais duvidas.
Atenciosamente,
e "7 'r/, 27 ’7,’.” AN
égf&t @ Xl YA

Prof.2 Dr.2 Estela R. Oliveira
Presidente do CEUA/UNIFAL-MG
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Universidade Federal de Alfenas

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 590/2014, sob responsabilidade de Ronaldo
Célio Mariano, referente ao projeto “Efeito da associagdo da doxiciclina com
enxerto de o0sso autdégeno particulado no reparo 6sseo: estudo
histomorfométrico em calvaria de ratos” estd em conformidade com o disposto
na Lei n° 11.794/08 e nas resolugdes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), tendo sido apreciado e aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA- UNIFAL).

Alfenas, 17 de novembro de 2014.

"'j'/' Lo I,
' @Mu{,cffx A/
Prof.2 Dr.2 Estela Regina de Oliveira
Presidente CEUA-UNIFAL
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