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RESUMO
Este trabalho teve como objetivo a avaliagdao clinica, histologica e
histomorfométrica dos efeitos da associacao da tetraciclina com enxertos
O0sseos particulados, através da técnica de regeneragdo Ossea guiada, em
coelhos. Foram utilizados 10 coelhos fémeas New Zealand, com idade entre 10
e 12 meses, ao inicio das experiéncias. Na calvaria de cada coelho foram
fixados 4 cilindros de titanio preenchidos com enxerto 6sseo, perfazendo um
total de 40 cilindros. Um dos cilindros foi preenchido com enxerto 6sseo
autégeno particulado obtido por raspagem de osso da calota craniana, o qual
serviu como controle (grupo A). Os outros 3 cilindros foram preenchidos por
diferentes tipos de enxertos 0sseos: 0sso autdgeno particulado associado a
tetraciclina (grupo AT); osso autégeno particulado misturado com osso
homogeno fresco congelado particulado, obtido de banco de ossos (grupo AB)
e 0sso autégeno particulado misturado com osso homdgeno fresco congelado
particulado, obtido de banco de ossos associado a tetraciclina (grupo ABT).
Os cilindros foram fechados com tampa oclusiva rosqueada e a inciséo
cirdrgica foi suturada em dois planos. Apos 8 e 12 semanas das cirurgias, os
coelhos foram sacrificados, procedendo-se a abertura dos cilindros para
avaliacao volumétrica do tecido 6sseo neoformado dentro de cada cilindro.
Apbés remocgao dos cilindros, realizou-se a biopsia do tecido ésseo para
avaliagao histolégica e histomorfométrica. Os resultados da avaliagao
volumétrica e os da histomorfometria foram submetidos a analise de variancia
ANOVA e teste de Tuckey com nivel de significAncia para p<0,05. Os
resultados mostraram que nao houve significancia estatistica entre as

variagbes volumétricas do osso neoformado nos grupos tratados com



tetraciclina (AT e ABT) nos dois periodos de observagao. Contudo, o grupo AB
apresentou aumento significante de volume em relagao ao grupo A (controle).
Os resultados da analise histomorfométrica mostraram que a tetraciclina na
dose utilizada (10mg/enxerto) apresentou significante diminuicdo na area de
densidade d6ssea no grupo AT em relagdo ao grupo A em 8 semanas,
entretanto no periodo de observagao de 12 semanas ndo houve diferenca
significante entre os dois grupos. O grupo ABT apresentou um aumento

significante de area de densidade 6ssea quando comparado com o grupo AB

nos dois periodos de observacgao.

PALAVRAS CHAVES: tetraciclina, enxertos 6sseos, coelho, banco de ossos



ABSTRACT
In this clinical animal experiment, tetracycline addition in 2 forms of bone grafts
particles was clinically and histologically avaliated in guided tissue regeneration
conditions. 40 titanium cylinders were fixed on the skulls of 10 New Zealand
rabbit, with ages of 10 to 12 weeks, and 3 association of bone grafts were
studied. Control group cylinders were filled with autogenous bone graft from the
calvarium. In the other 3 cilinders, the macro and microscopical changes were
avaliated in other 3 forms of bone grafts: autogenous particles mixed with
tetracycline, autogenous particles mixed with homogenous fresh freezed tissue
banked bone allograft and association of tetracycline in autogenous particles

with homogenous fresh freezed tissue banked bone allograft.

KEYWORDS: tetracycline, bone grafts, rabbit, tissue bank
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1 INTRODUCAO

Desde o aparecimento dos implantes osseointegrados para
reabilitagdo cirGrgico-protética de individuos com auséncia de elementos
dentais, os protocolos reabilitadores eram planejados e executados em
individuos com presenga de osso alveolar suficiente. Entretanto, uma
anatomia 6ssea desfavoravel e inadequada por auséncia de volume ésseo,
inviabilizava os procedimentos para a utilizaggo das fixages.

Com o tempo os profissionais passaram a realizar reconstrugdes com
o auxilic de enxertos 6sseos associados a diversos biomateriais, viabilizando
a possibilidade de coloca¢ao de implantes.

Uma das técnicas de reconstrugcao Ossea, a regeneragdo tecidual
guiada (RTG), tem como requisito a utilizagdo de uma barreira impermeavel
utilizada para manter um espago entre ela e o leito de tecido 6sseo, a fim de
permitir que as células potenciais que irdo preencher o local sejam as
mesmas do tipo de tecido a regenerar (BUSER, 1990). As técnicas de RTG
foram associadas a diversos tipos de biomateriais como auxiliares na
manutencido do espacgo, obtendo-se entdo resultados mais previsiveis. A
disponibilidade desses biomateriais, associados a medicamentos, ofereceram
aos cirurgibes varias alternativas de escolha.

O material de eleicdo € o enxerto autdégeno, porem, apresenta o
inconveniente da necessidade de remocéo cirlirgica de uma regido 6ssea,
intra ou extraoralmente para sua utilizagao, resultando em mais uma area

cirQirgica, maior tempo operatério e incdmodo pés-operatoério ao individuo.



O enxerto homégeno fresco congelado particulado de banco de 0ssos
(EHFCP} surge como uma nova alternativa para cirurgias de reconstrucao
6ssea.

A associacdo de tetraciclina (TTC) a enxertos 6sseos vem sendo
utilizada em cirurgias, tais como a cirurgia de levantamento de assoalho de
seio maxilar, com a finalidade de diminuir o risco de infecgdo. As
tetraciclinas, classicamente, sao antibitticos bacteriostaticos ativos contra um
grande nimero de organismos Gram-positivos e Gram-negativos. Além de
sua capacidade anti-microbiana, apresentam afinidade aos tecidos
mineralizados, sendo utilizadas também como marcadores 6sseos para fins
de avaliacdo de crescimento 6sseo (THILANDER, 1973). A TTC, ao ser
utilizada localmente em enxertos 6sseos, facilita o processo regenerativo de
diversas maneiras: devido aos seus efeitos antimicrobianos e a sua
substantividade, a seus efeitos anti-colagenoliticos e a sua atividade de
estimulacao fibroblastica (KIM et al., 2004)

A importancia dos conhecimentos relacionados a a¢fo da tetraciclina
em enxertos 6sseos faz-se presente, ja que o controle de infecgdo nas
cirurgias de enxertos em seio maxilar é essencial para o sucesso do

tratamento.



2 REVISAO DA LITERATURA

Os efeitos da tetraciclina na reparacdo de alvedlos dentais foram
pesquisados por Thilander e Astrand (1973). Os autores administraram TTC
na forma de solugdo injetavel na concentragdo de 10mg/ml em ratos.O
experimento foi dividido em 3 grupos: grupo com 1 injegdo, grupo com 3
injecdes e grupo controle. Os animais que foram utilizados para avaliaco da
reparagao 6ssea de alvéolos de primeiros molares, utilizando a TTC como
marcador 6sseo foram sacrificados apés 4 ,8 e 16 semanas. Os autores
concluiram que a TTC, nessa forma de aplicagdo, aparentemente néo

apresenta efeito na reparagao 6ssea em alvéolos dentais.

Goodson (1979) relatou 0s beneficios da TTC aplicando-a diretamente
dentro do sulco gengival em bolsas periodontais, mantendo-se concentraces
altas no sulco periodontal, pela sua capacidade de ser secretada pelos

fluidos gengivais.

Lindhe (1979) tembém verificou a eficacia da TTC em pacientes com
doenga periodontal, alterando a microbiota do sulco gengival, e tendo os
parametros clinicos como de sangramento a sondagem e indice de placa

bacteriana diminuidos.

Sanders (1983) comparou o uso do enxerto autdégeno particulado com

enxerto misto de FDBA e autogeno em defeitos Osseos periodontais,



indicando melhores resultados do FDBA quando misturado a enxerto

autogeno.

Golub (1984) concluiu em seus estudos envolvendo colagenases
animais que a TTC inibe a atividade colagenolitica tecidual tanto in vivo
quanto in vitro e cita que a TTC parece inibir a reabsor¢io 6ssea causada

pelo paratorménio estimulado.

Mabry et al. {1985) estudaram a adminstragdo topica e sistémica de
TTC em 16 pacientes portadores de periodontite juvenil. Em 8 pacientes,
grupo |, em um hemiarco, ele inseriu no defeito ésseo o FDBA com
tetraciclina (grupo la), e no outro hemiarco somente raspagem (grupo |b). A
tetraciclina era utilizada sistemicamente e também na forma de pd misturado
a0 FDBA numa propor¢do de 1:4. Nos pacientes 8 restantes, grupo Il, ele
utilizou o FDBA sem mistura de tetraciclina em um hemiarco, e no outro foi
realizado somente a raspagem. No estudo foi concluido que a combinagio de
FDBA com administragdo topica e sistémica de tetraciclina resultou em uma
melhor regeneracao 6ssea se comparada somente ao uso do FDBA, e devido
ao aumento de regeneragdo Ossea foi verificada a diminuigdo na

profundidade das bolsas periodontais.

Evans et al. (1989) realizaram experimento utilizando TTC associada
ao betafosfato tricalcico (b-TCP), a hidroxiapatita (HA) e ao FDBA, indicando

que enxertos 6sseos combinados com TTC (localmente e sistemicamente)
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promovem beneficios para alcangar reparo e preenchimento de defeitos

0sseos em pacientes com periodontite juvenil.

Buser et al. (1990) descreveram a importancia da manutenc¢ao de um
espago entre tecidos duro e mole para a utilizag&o de técnicas regenerativas
6sseas com membranas impermeaveis. Segundo os autores esse espago

devera ser responsavel pela sele¢ao das células que irdo repovoar esse sitio.

Drury et al. (1991) estudaram em mandibula de macacos babuinos a
associagao de FDBA com tetraciclina em solugao de 10ug/ml. Eram criados 4
defeitos criticos no tamanho de 2mm de comprimento por 6mm de largura.
Sobre estes defeitos foram instalados camaras de nylon, sendo elas
internamente preenchidas com FDBA associados a agua destilada estéril ou
a solugao de tetraciclina, ou deixadas vazias. Foi constatado que o grupo que
foi utilizado a TTC apresentou maior quantidade de “novo osso” formado
microscopicamente, e que nos grupos com 5 semanas a formagéao de “novo
0ss80” era maior se comparado ao grupo de 3 semanas. Os autores relataram
que aparentemente existe ndo sé uma agao antibitica da TTC envolvida,
mas também parecem predominar aspectos bioquimicos e metabdlicos. Seus
achados nos estudos histométricos sugeriram que a aplicagdo de tetraciclina

ao FDBA aumenta o formacao de novo 0sso e parece poder ser utilizada com

garantia.

Isaksson et al. (1992), estudaram em calvaria de 14 coelhos, a

reparaciio de defeitos 6sseos criados com trefinas, removendo-se as duas
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tabuas da diploe em 4 locais. Os blocos éssos coletados com trefina eram
manipulados para a obtengdo de 2 tipos de material: um deles foi osso
triturado com particulas ésseas de 1mm? e o outro foi uma pasta 0ssea obtida
com fresagem da diploe com soro fisiolégico. Metade dos coelhos eram
sacrificados ap6s 4 semanas e a outra apoés 15 semanas. Os autores

concluiram que o tamanho das parsticulas é importante para a vascularizagao

e vitalidade do enxerto.

Lundgreen et al. (1992), indicaram a possibilidade de utilizagio de uma
membrana biodegradavel de acido polilatico em calvaria de coelhos em

procedimento de RTG sem a utilizagao de enxerios 6sseos.

Hammerle et al (1995) estudou a dinamica da regeneracdo dssea em
defeitos criados na calvaria de coelhos utilizando membrana de PTFE-e. Com
a utilizacdo de histologia, puderam concluir que a formacdo 6ssea ocorrem
em ilhas isoladas deniro do defeito ésseo contando também com o©

crescimento decorrente das bordas do defeito.

Deijkers et al. (1997) analisaram a contaminagéo bacteriana de
enxertos 0sseos captados em 200 cadaveres de doadores de 0sso. A maior
fonte de contaminacdo & exdgena , influenciada pela forma de captagéo, e as
endogenas podem ser controladas pela selecdo dos doadores. O banho com

solugdes antibioticas nao foi considerado um meétodo eficaz de

descontaminacao do enxerto fresco.
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Utilizando enxerto ésseo  bovino desmineralizado e coagulo
internamente a uma abébada semi-circular de 4cido polilactico fixada a calota
craniana em coelhos, Hammerle et al, (1997) concluiram que a utilizagio de
um material osteocondutivo aumenta a superficie para a deposigdo dssea

diminuindo o tempo da reparagao e resultando em areas com densidade

6ssea aumentada.

Donos et al (2002) estudaram membranas reabsorviveis e nao-
reabsorviveis (PTFE-e) utilizando enxertos autoégenos em bloco em diversos
trabalhos em ratos, indicando que o volume de osso autégeno utilizado para
aumento de rebordo pode ser mantido sob uma membrana, com bons

resultados clinicos, sendo a membrana rabsorvivel ou n3o.

Pallesen et al. (2002) realizaram um estudo avaliando a influéncia do
tamanho da particula de enxerto 0ssec autbgeno em calvaria de coelhos e
verificaram que um volume total de novo osso formado era maior e mais
maturado nos defeitos preenchidos com particulas menores, comparados

com defeitos preenchidos com particulas maiores, tanto em 2 como em 4

semanas.

Slotte et al. (2003) utilizaram 15 coelhos New Zealand de 3 a 4
quilogramas, onde foi afixado no subcutaneo na calvaria 2 dispositivos
cilindricos de titanio em locais perfurados no osso cortical com a porgao
superior aberta permitindo a visibilidade dos ossos parietais, sendo em

seguida 1 cilindro deixado vazio e o outro preenchido com osso raspado de



calota craniana ou 0sso mineral bovino (Bio-oss). O seu trabalho concluiu que
a utilizagdo de osso autdgeno ou osso mineral bovino associado a uma

barreira mantenedora de espaco promove maior formacdo 6ssea que a

cologao somente da barreira.

Kim et al. (2004) realizaram um estudo em calvaria de 72 ratos
produzindo defeito critico de 8mm de diametro e preenchendo com 3 tipos de
enxertos mistos: DFDBA com solugéo salina, DFDBA misturado com 15mg
de gentamicina e DFDBA misturado com 30mg de tetracicina e

disponibilizando 1 grupo sem preenchimento para controle.

Sendyk (2005) avaliou 78 cirurgias de levantamento de seio maxilar,
onde em metade delas foram uiilizadac enxerto autégeno ou misto, e, na
outra metade das cirurgias, foi adicionado fosfato de tetraciclina no mesmo
tipo de enxerto autégeno ou misto. O autor concluiu que a adigdo de
tetraciclina ao enxerto 6sseo, na iécnica de levantamento de seio maxilar,
tem um efeito benéfico para a cirurgia, tendo uma redugao estatisticamente
significante na quantidade de abcessos e puruléncia no poés-operatorio, e

também na perda de implantes colocados na area enxertada.

Manfro (2006) utilizou dispositivos metalicos fixados em calvaria de
coeihos para avaliagdo dos substitutos Osseos xenogenos inorganicos
bovinos Bio-Oss, Bone-Fill e Genox, demonstrando ser um modelo

experimental que simula técnica de regeneragéo tecidual guiada com

utilizacao de membranas impermeaveis.
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Masters et al. (2006) compararam a utilizagao de DFDBA em 2 grupos:

com e sem solugao de cloridrato de tetraciclina na concentragao de 50mg/ml.
O material era utilizado em defeitos 6sseos causados por doenga periodontal
em cirurgias de retalho muco-periostal apds raspagem e alisamento radicular.
Os seus resultados estatisticos sugeriram que a adi¢do de TTC com esta
concentragao nao tem influéncia nos parametros clinicos de tecidos moles e
duros.

Pelegrine (2006) realizou um estudo clinico e histomorfométrico,
comparando a utilizagéo de osso autégeno fresco e osso homdgeno fresco
congelado associados ou ndo a medula Ossea autéloga em coelhos, no
periodo de 8 e 12 semanas. O autor ndo verificou diferenga significante nos
grupos de sua pesquisa na quantidade de osso neoformado, tanto
clinicamente quanto histomorfometricamente. Entretanto, histologicamente,
verificou uma quantidade maior de particulas 6sseas residuais no grupo com

0ss0 homogeno fresco congelado.
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3 PROPOSICAO

Este trabalho tera como objetivo a avaliagio clinica, histoldgica e
histomorfométrica dos efeitos da associagdo da tetraciclina (10mg/enxerto)
com enxerto 6sseo autdgeno particulado, e com enxerto 6sseo autégeno
particulado misturado a enxerto homaégeno fresco congelado particulado,
dispostos em cilindros de titanio fixados em calvaria de coelhos, utilizando a
técnica de regeneragdo Ossea guiada. Sera avaliado volumetricamente o
ganho de tecido 6sseo dentro de cada cilindro, e histomorfometricamente a

area de densidade 6ssea neoformada.



4 MATERIAL E METODO

4.1 Material permanente

- 1 motor cirtrgico Nouvag'

- 1 pega reta 1:1 Kavo?

- 1 jogo de irrigag&o de soro fiologico®
- seringa carpule®

- cabo de bisturi Bard Parker?

- lamina de bisturi no. 15°

- descolador de Molt 2/4*

- porta agulha tipo Castroviejo*

- fio de sutura mononylon 4.0°

- kit de fixacao de enxertos Neodent®

H

' Nouvag, Rorshach - Suiga

*Kavo, Joinville — Brasil

* Dentoflex, $ao0 Paulo - Brasil

* Quinelato, Rio Claro - Brasil

S Johnson & Johnson, Sao Jose dos Campos — Brasil

® Neodent, Curitiba - Brasil
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4.2 Material de consumo

- 40 dispositivos cilindricos com tampas oclusivas

- 80 parafusos de fixagao da SIN de 1,2mm X 8mm’

4.3 Material biologico

- 0880 autogeno raspado particulado proveniente da calota craniana de
coelhos

- 0sso homogeno fresco congelado particulado de coelhos,
proveniente de banco de ossos, tratado com o mesmo protocolo do banco de

0ssos humanos do Uni-oss'® (Unimar)

4.4 Drogas utilizadas

- cloridrato de ketamina'', anestésico geral, na dose de 0,2 mg/kg

- midazolan'? — benzodiazepinico, ansiolitico, na dose de 0,12mg/kg

-meperidina’® — analgésico opidide usado na indugio da anestesia
geral e sedagdo, na dose de 0,12mg/kg

- iodopovidona'®, usado na antissepsia da area cirargica

"IN, Sao Paulo, SP - Brasil

® Aster, Sorocaba, SP Brasil

| )ni-0ss — Universidade de Marilia - Marilia, SP- Brasil
" Ketalar, Pfizer, Sao Paulo, SP - Brasil

"?Roche, Rio de Janeiro, RJ - Brasil

3 Dolantina, Sanofi-Aventis, Sao Paulo SP _Brasil

" povidine, Geyer Medicamenlosoche, Porto Alegre, RS - Brasit
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- Cloridrato de priloca; . _ _ o
€ prilocaina com felipressina, Citanest®'5_ anestésico local

- fosfato de tetracicling Tetrex®'® antibistico bacteriostatico

(10mg/enxerto)

- cloreto de s6dio em solugéo aquosa a 0,09 %, (NaCl a 0,09%)"7

* Astra Zeneca, Cotia, SP - Brasil
" Bristol-Myers Squib - Nova York, EUA

" Baxter Brasil, Sao Paulo, SP - Brasil
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4.4 Método

Foram selecionados, 10 coelhos fémeas da raca New Zealand, com
peso entre 4 e 5 kg, idade variando entre 10 e 12 meses, provenientes de
criador autorizado(Benjamin Fleider) e mantidos sob os cuidados do biotério
da Universidade de Santo Amaro (UNISA).

O projeto de pesquisa foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade de Santo Amaro atendendo aos aspectos fundamentais das
resolucbes CNS 196/96, 251/97 e 292/99, sobre diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisa envolvendo animais.

Os animais foram inicialmente mantidos em observagdo por um
periodo de 20 dias apdés sua chegada ao biotério para que fossem
descartadas quaisquer alteragbes em seu estado geral de salude, sendo
posteriormente operados no laboratério de técnicas cirirgicas da Faculdade
de Veterinaria da UNISA.

Em cada animal foram instalados na calvaria 4 dispositivos cilindricos
metalicos confeccionados especialmente para o experimento, sendo eles
afixados com parafusos de enxerto de 1,2mm da marca SIN. Em seguida foi
realizada a descorticalizagdo da regido externa da calota craniana
internamente ao cilindro. Os cilindros foram preenchidos imediatamente com
os sequintes materiais antes de serem fechados com uma tampa oclusiva:
Grupo A: osso autégeno particulado obtido de raspagem de calota craniana

(controle).

Grupo AT: osso autdégeno particulado obtido de raspagem de calota craniana

associado a tetraciclina.
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Grupo AB: osso autdgeno particulado obtido de raspagem de calota craniana
misturado com osso homogeno fresco congelado particulado de banco de
0SS0S.

Grupo ABT: osso autégeno particulado obtido de raspagem de calota
craniana misturado com osso homogeno fresco congelado particutado de
banco de ossos associado a tetraciclina.

Os dispositivos foram posicionados na calota craniana conforme figura 1

Regiao anterior

0,
0lO
®

Figura 1 - Posicionamento € numeragao dos dispositivos na calota craniana

dos animais.

4.5 Descrigao do experimento

4.5.1 Preparo dos animais

Foi realizada a tricotomia da regido cirtrgica da calota craniana, e em
seguida, a antissepsia do campo operatério com iodopovidona. Os animais
foram acomodados nas mesas cirargicas, isolados com campos operatorios
estéreis e receberam suprimento de oxigénio através de aparelho de

oxigenoterapia.
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4.5.2. Sedacgao e anestesia dos animais.

Foi utilizada para medicagio pré-operatéria 0,2 mg/kg de ketamina
associada a 0,12mg/kg de midazolan e 0,12mg/kg de meperidina via
intramuscular. Para a indugéo da sedagao utilizou-se 0,15 mg/kg de ketamina
associado com 0,1mg/kg de midazolan. A cirurgia foi realizada com
oxigenoterapia, e, se fosse observada alguma reacdo do animal, era
administrado uma dose adicional de 0,3 mg/kg de ketamina associado com
0,06mg/kg de midazolan durante a cirurgia.

Foi realizada anestesia local subperiostalmente na regido da calvaria,

com cloridrato de prilocaina (Citanest) para um maior efeito anestésico local.

4.5 3. Cirurgia e colocagio dos enxertos

Optou-se por uma incisao sagital mediana retilinea de retalho total
(epiderme, derme e periosteo), seguido de acesso a regido cranial com
descolador de Moli, rebatendo o periosteo suficiente para visualizagdo da

calota craniana para instala¢ao dos 4 dispositivos.
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Figura 2 - Descolamento do periosteo e exposi¢cao da calvaria

Antes da instalacdo dos dispositivos, foi feita uma coleta de osso cortical na
regidao sagital da calvaria com o auxilio de um raspador 0Osseo
“Autogenous”®'® com movimentos pdstero-anteriores com compressao da
ponta do raspador, onde se localiza a lamina, obtendo-se raspas de 0sso

cortical extremamente delgadas, para posterior utilizagdo no experimento.

'® autogenous, Sersosn Implantes, S&o Paulo Brasill
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Figura. 3 - Movimentos postero-anteriores com leve compressao no raspador

para obteng&o de raspas de enxerto autogeno

O outro material analisado foi osso homoégeno fresco congelado
particulado proveniente de banco de ossos (Uni-oss da Unimar). Tratava-se
de tibias e fémures removidos em condigdes assépticas de coelhos que
foram sacrificados 2 meses antes deste experimento. O material foi
encaminhado ao Uni-oss da Universidade de Marilia para processamento
seguindo as normas do banco de tecidos musculo-esqueléticos da
Universidade de Marilia, que segue as normas da American Association of
Tissue Banks (AATB). O material foi congelado a -86" C, diminuindo o seu
fator antigénico, porém mantendo os componentes da matriz 0ssea. Foi

submetido também a uma imersao com o antibidtico vancomicina.



Figura 4 - Fémur de coelho (osso alogeno fresco congelado que foi
processado previamente no Uni-oss da Universidade de Marilia) apos

descongelamento em soro fisiologico

Figura 5 - Mistura de osso autdgeno e homdgeno na proporgao de 1:1

19
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Realizamos entdo o fracionamento do fosfato de tetraciclina Tetrex®.
Uma capsula de 500mg foi aberta e o po foi depositado sobre uma placa de
vidro, sendo dividida em 5 partes iguais de 100mg e uma dessas partes foi
novamente segmentada em 10 porgdes de 10mg, para que, logo em seguida

fosse misturada aos enxertos particulados.

Figura 6 - Fracionamento do fosfato de tetraciclina em porgdes de 10mg

Cada dispositivo fabricado apresentava duas perfuragbes com a
finalidade de serem imobilizados com parafusos de 1,2mm de diametro.
Foram posicionados um total de 4 dispositivos de forma a obter estabilidade
pelo aplainamento feito com o raspador 6sseo abrangendo toda a regiao da
calota craniana exposta. Com uma broca de 1,1mm, em baixa rotacdo e
irrigagdo abundante com soro fisiologico, o leito désseo foi preparado para
fixacdo dos parafusos. A irrigagdo com soro fisiolégico tinha como objetivo
refrigerar a broca, para impedir alteragdes teciduais decorrente de altas

temperaturas durante a fresagem. Com todos os dispositivos presos e
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iméveis, procedeu-se as descorticalizagdes na porcdo 6ssea interna aos
cilindros num total de 4 perfuragées com a mesma broca utilizada para a
fixacao dos parafusos até que um sangramento fosse obtido, utilizando a
capacidade regenerativa da diploe (HAMMERLE et al, 1995) e respeitando-se

os principios de RTG (BUSER et al.,1990).

Figura 7 - Posicionamento e fixagao dos cilindros de titanio na calota

craniana do animal

Realizamos entdo o preenchimento dos cilindros com os quatro
materiais da pesquisa: enxerto autégeno particulado (raspas de 0sso)
denominado grupo controle A, enxerto autégeno particulado associado a 10
mg de TTC visualizando-se uma proporgdo de 6:1 denominado grupo AT,
enxerto homogeno fresco congelado particulado de banco de ossos
associado a enxerto autdégeno particulado na propor¢do 1:1 denominado
grupo AB, e enxerto homogeno fresco congelado particulado de banco de

ossos misturado com enxerto autdgeno e associado a 10 mg de tetraciclina
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visualizando-se a propor¢ao de 3:3.1 respectivamente denominado grupo
ABT. Os materias pesquisados variavam de localizagdo nos cilindros, sendo
que, em cada coelho, realizava-se uma alteragdo de posicionamento em

sentido horario (Tabela 1).

Figura 8 - Preenchimento dos cilindros com os respectivos enxertos 6sseos.

Os cilindros receberam em seu interior o material de enxertia

compactado e foram fechados com uma tampa oclusiva rosqueada.
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Figura 9 - Fechamento dos cilindros com tampa parafusada.

Procedeu-se, entao, o fechamento da ferida cirirgica com sutura em
dois planos, utilizando-se fios de sutura mononylon 4.0. Os animais foram

monitorados ate total recuperacéo dos efeitos anestésicos e conduzidos ao

biotério.

4.6 Periodos de avaliagéo

Os resultados obtidos foram avaliados apds um periodo de 8 e
12 semanas, ou seja 2 grupos de 5 coelhos. Os coelhos foram identificados
com numeros, com tatuagem na parte interna da orelha, sendo que a
numeracgdo 8, 11R, 13, 13A e 16 foram sacrificados apos 8 semanas; e os

identificados com 4, 6, 11, 12 e 15 apds 12 semanas (Tabela 1).
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data do data do
No. coelho 1 2 3 4 experimento sacrificio semanas
13 AT AB ABT A 26/4/2006 21/6/2006 8
16 A AT AB ABT 26/4/2006 21/6/2006 8
8 ABT A AT AB 26/4/2006 21/6/2006 8
11R A AT AB ABT 3/5/2006 28/6/2006 8
13A ABT A AT AB 3/5/2006 28/6/2006 8
15 A AT AB ABT 5/4/2006 28/6/2006 12
12 ABT A AT AB 5/4/2006 28/6/2006 12
6 AB ABT A AT 5142006 28/6/2006 12
11 AB ABT A AT 26/4/2006 19/7/2006 12
4 AT AB ABT A 26/4/2006 19/7/12007 12

Tabela 1 - Identificagdo dos coelhos, com a localizag&o do material enxertado

e o periodo de avaliagao
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4.7 Avaliagdo volumétrica e remogao das bidpsias

A avaliagéo volumeétrica foi realizada imediatamente ap6s o sacrificio
dos animais, nos periodos de 8 e 12 semanas respectivamente.

Foi efetuada a abertura incisando a calvaria para acesso aos
dispositivos. Todos os cilindros foram expostos e abertos, removendo-se as
tampas oclusivas, e as mensuragdes foram aferidas com um paquimetro nas
4 localizagbes intemas de cada cilindro; anterior(N), posterior (S), direita (L) e
esquerda (O) para avaliagdo do volume macroscopico do osso neoformado.
Considerando a altura do dispositivo, de 5 mm e o raio do dispositivo de 3
mm, foi possivel calcular a altura do osso neoformado, subtraindo-se da
altura do cilindro a média aritimética das 4 localizagées internas, obtendo-se

a altura do cilindro 6sseo neoformado. Os volumes foram obtidos com a

formula 1r.r°.h com valores descritos em mm® (Tabela 2).

Ak U
4

% .
=
!
;
=

Figura 10 - Abertura dos cilindros no periodo de 8 semanas de incorporagao.
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Figura 11 - Mensuracéo da altura em quatro pontos do cilindro

Em seguida, removeu-se os dispositivos cilindricos e biopsias do tecido
Osseo foram realizadas com brocas trefinas, incluindo a tabua dssea externa
da calota craniana. As pecgas foram imediatamente fixadas em solucdo de
formol a 10 %, ph 7,0 e encaminhadas para a obtencdo dos cortes

histologicos.

Figura 12 - Aspecto dos enxertos ap6s remogao dos cilindros
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Média
Coelho | Tempo | Local | Material altura Volume
8 8 2 A 2,35 74,93
13 8 1 A 1,575 96,84
16 8 4 A 3415 44,74
11R 8 2 A 2,65 66,34
13a 8 1 A 1,95 86,24
4 12 2 A 1,875 88,36
8 12 1 A 3,08 41
11 12 3 A 2 84,82
12 12 3 A 2,645 66,55
15 12 4 A 3,14 52,39
8 8 4 AB 1,8 90,48
13 B8 2 AB 1,8 90,48
16 8 3 AB 1,8 90,48
11R 8 3 AB 1,575 96,84
13a 8 4 AB 1,95 86,24
4 12 2 AB 1,925 86,94
6 12 1 AB 1,975 85,53
11 12 1 AB 1,275 105,32
12 12 4 AB 1,45 100,37
15 12 3 AB 4,2 22,62
8 8 1 ABT 1,25 106,03
13 8 3 ABT 1,9 87,65
16 8 4 ABT 2.2 79,17
11R 8 4 ABT 2,125 81,29
13a 8 1 ABT 1,875 88,36
4 12 3 ABT 1,5 98,96
6 12 2 ABT 3,5 42,41
11 12 2 ABT 2,075 82,70
12 12 1 ABT 3,125 53,01
15 12 4 ABT 2,675 65,74
8 8 3 AT 1,725 92,60
13 8 1 AT 2,925 58,67
16 8 2 AT 3,5 42,41
11R 8 2 AT 2,125 81,20
13a 8 3 AT 2,2 79,17
4 12 1 AT 2,775 62,91
6 12 4 AT 2,2 79,17
11 12 4 AT 1,8 90,48
12 12 3 AT 2,95 57,96
15 12 2 AT 3,55 41,00

Tabela 2 — Resultado da média das alturas (em mm) mensuradas para o

calculo do volume (mm?®) do tecido 6sseo neoformado.
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Figura 13 - Amostra de tecido 6sseo, apos biopsia.

4.8 Preparo das laminas histologicas

As amostras de enxerto Osseo para andlise histoldgica foram
encaminhadas ao Laboratério de Técnicas Histologicas da UNISA. O material
foi descalcificado em EDTA, incluido em parafina, seccionado por micrétomo
com secgoes de 5 micrometros e corado pelo método de Hematoxilina-Eosina
(H.E). As laminas foram submetidas & exame em microscopio de luz e
submetidas a documentacao fotografica.

Procedeu-se, entao, a analise histologica e histomorfométrica das

amostras.



UNISA - Eniversidade Santo Aroara
Gibderocy Campus
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4.9 Andlise histologica e histomorfométrica

A documentagdo fotografica, a analise histolégica e analise
histomorfomeétrica das Iaminas histologicas foram realizadas no laboratério de
Histomorfometria do Centro de Biociéncias Aplicadas a Pacientes com

Necessidades Especiais da Faculdade de Odontologia de Sao José dos

Campos — CEBAPE/UNESP.

Para a realizagdo da analise histomorfométrica, foi utilizado o método
estereologico, que consiste em determinar pardmetros quantitativos
tridimensionais de estruturas anatdmicas a partir de cortes histolégicos
através da geometria e estatistica. O método estereoldgico se baseia em
principios geométrico-estatisticos, derivados da probabilidade de as imagens
dos perfis da estrutura na secgdo histolégica coincidir com um sistema-teste
apropriado. Deste modo, a caracteristica principal desse método esta na
casualizag@o das amostras, eliminando a ocorréncia de vicio na amostragem.
Esse fato foi realizado por meio da aplicagdo de procedimentos de escolha
aleatoria em todos os estagios do experimento, tais como: selecdo dos
animais, dos blocos histologicos, das laminas histolégicas, dos cortes e

campos microscopicos (GOMES et al., 2002; CARVALHO et al., 2004).

Os fragmentos dos blocos 6sseos trefinados foram submetidos a
cortes histologicos semi-seriados, sendo obtidas seis (6) (aminas
histolégicas/grupo/animal. Dentre essas laminas, trés (3) foram separadas
aleatoriamente, sendo cinco campos histologicos, obtidos longitudinalmente
na regido do enxerto 6sseo correspondente ao tecido 6ssec mineralizado

(Figura 14), avaliados pelo programa Axiovision 4.4". Para o procedimento da
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mensuracao, foram utilizadas a objetiva 20x/0,25 Achroplan®, e ocular 10x W-
P1” de um microscopio 6ptico Axioskop 40%. As imagens foram captadas por
uma céamera digital AxioCam MRc5?, correspondendo a uma area de 0,58
mm?, onde se analisou a area das trabéculas 6sseas neoformadas presentes
na regiao do enxerto 6sseo nos diversos grupos e periodos de observacao

experimentais.

¥ Axiovision 4.4 , Carl Zeiss Vision Imaging Systems, Gottingen- Alemanha
® achroplan, Carl Zeiss Vision Imaging Systems, Gittingen- Alamanha

2 WPy, Carl Zeiss Vision Imaging Systems, Géttingen- Alemanha

2 Axioskop 40, Carl Zeiss Vision Imaging Syslems, Géllingen- Alemanha

z avioCam MRc5, Carl Zeiss Vision Imaging Systems, Géttingen- Alemanha
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Figura 14 - Representacdao esquematica da andlise histomorfométrica da
regido central da area enxertada, excluindo a regido da cortical da calota
craniana. (H.E; aumento original 25x).

Figura 15 - Representacdo esquematica da analise
histomorfométrica sendo que em cada quadro foi realizada a
mensuracao da area com 100X de aumento.
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4. 10 Analise estatistica
Os resultados da histomorfometria da densidade 6ssea foram
submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e ao teste de Tukey pelo

software GraphPad Prism* . O nivel de significancia adotado foi de p< 0,05.

# GraphPad Prism version 3.00 for Windows 95, GraphPad Software, San Diego, California, USA)
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5 RESULTADOS
5.1 Andlise macroscopica
Esses resultados referem-se as amostras obtidas do

preenchimento parcial dos cilindros com tecido 6sseo, com variagbes de
volume que foram comparados estatisticamente entre os 4 grupos de
materiais utilizados.

Foi realizada analise histoldégica e histomorfométrica das amostras
biopsiadas para verificar qualitativamente o comportamento do tecido 6sseo

neoformado com os materiais utlilizados

5.1.1 Estatistica da analise macroscopica

Desvio
Padrio
A 8 73,821 19,92 | 44,74 | 74,93 96,84
12 166,62 20,39 | 41,00 | 66,55 88,35
AT 8 70,83 | 20,05 | 42,41 79,17 92,60
12 166,30 19,18 | 41,00 | 62,91 90,48
AB 8 90,90 3,790 | 86,24 | 90,48 96,84
12 80,20 | 33,30 | 22,60 86,9 105,30
ABT 8 88,50 10,57 | 79,17 | 87,65 | 106,03
12 168,60| 22,70 | 42,40 | 65,70 99,00

Osso|Tempo | Média Minimo |Mediana | Maximo

Tabela 3 - Resultados da avaliagdo volumétrica (mm?) do tecido 6sseo

neoformado.



1104

1001
|
® = |
|
80+ !

70

60 4

Volume

50+

40-

301

204

Material

Grafico 1- Mediana dos volumes dos enxertos em 8 semanas (em mm?)

1104

100+

90 A
80 1
701
60+
501

Volume

40

30+

204

T T T T

A AT AB ABT
Material

Grafico 2 — Mediana dos volumes dos enxertos em 12 semanas (mm?®)

34



35

1104

1004

904 |"$| .

80+

704

Volume

604

504

40

304

204

Tempo 8 12 8 12 8 12 8 12
Material A AT AB ABT

Grafico 3 — Comparagao dos volumes dos enxertos nos 2 periodos (mm?).

O grafico 3 mostra o comportamento do volume de osso ao longo do
tempo, de acordo com cada tipo de enxerto. Observa-se que o
comportamento do material A é o mais estavel. O material AB, que em 8
semanas manteve-se bastante concentrado em torno de 90 mm3, em 12
semanas apresentou enorme variagdo. Algo semelhante, mas em menor
intensidade, ocorre com ¢ material ABT. Quanto ao material AT, em 8
semanas apresentava menor variagao acima da mediana, 0 que se inverte
em 12 semanas.

Na analise inferencial, considerando-se a variavel Volume, sera usado
um modelo linear generalizado com analise de variancia (ANOVA).

Esse tipo de modelo permite determinar a significancia de cada fator (tempo,
material e local) sobre o crescimento ésseo, decompondo-o em fontes de

variagdo. O primeiro fator excluido do modelo foi o local, com p=0,3884,
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seguido do tempo, com p= 0,5302. Sendo assim, pode-se dizer que existem
evidéncias de que tanto o local quanto o tempo n&o influenciaram no volume
final de osso.

O material foi o Unico fator que apresentou evidéncias de influéncia
sobre o volume final de osso, com p=0,0426.

Tendo em vista que o material utilizado influi sobre o volume ésseo
final, podemos agora determinar entre quais tipos podem-se observar
diferengas. Para tanto, empregamos a Analise de Tukey, que testa, dois a
dois, os niveis de um determinado fator (material). O método calcula
intervalos de confianga para a diferencga do volume médio entre dois niveis do
fator. Pode-se dizer que quando os intervalos cruzam o zero, nio existe
diferenga entre os fatores (seria como dizer que os volumes médios em

ambos os niveis sao iguais).

Zsandazd

Hasexrial Zsvimaze Ezzor LF = ¥slue Fr > |o| Rdius=men: Adj
2= -I%.5F38L 2.8€€3 zE.2 =2.%:2 2.6072 Tukey-Y¥ramer 0.04¢
25T -&.F27S §.815C 25.% -1l.13 5.2237 Tukey-Frzamsr (.€39
Al -7.87%87 5.0221 25.¢ -0.87 ©.3506 Tukep~framer J.81¢
RET Ll€.030¢ T.2373 9.13 z.a3 5.CE47 Tukey—¥zames 0.1€4
ac 13.8734 T.2800 L0, 2.28 $.633% Tukey~¥zameszr 0.101
F- 2.0408 T.E483 1501 T8 T.78373 ITukey=Hramesz §.5832
Eifferencer of Leas: 3Jguaces Means
Ré3 X5
asersas _Mazezial Alpka Lowes Lowex Jppex
=3 I.CE -45.3131
RET 2.03 ~27.G482
AT 2.408 —2€,4£30%
R3T V.08 -0.35€E3
AT 0.0s 2.02%2
Y J.03 =18, fE5%

Tabela 4 — Tabela da andlise estatistica de Tuckey-Kramer

(LI AT Y T o, |
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Observando os resultados, podemos dizer que, ao nivel de 0,05, os
tipos que apresentaram diferenca significativa sdo A e AB {0,0467), sendo

que o tipo AB apresentou maior volume 6sseo final.

5.2 Analise Histologica

As particulas do enxerto autdgeno do grupo A incorporaram entre si,
exibindo, no conjunto, um tecido 6sseo com inumeros ostedcitos em sua
estrutura mineralizada. Observava-se também presengca de células
osteoprogenitoras e osteoblastos na periferia dessas particulas. Além disso,
os sistemas haversianos com lamelas 6sseas concéntricas foram
visualizados no grupo de 12 semanas, caracterizando o fendmeno de
remodelagdo Ossea (turn-over) destas particulas (Figuras 16, 17, 24, 25).

No grupo AT, observava-se maior quantidade de tecido conjuntivo
osteogénico quando comparado com os todos os grupos de estudo. Esse
tecido apresentava numerosas células osteoprogenitoras e osteoblasticas,
bem como encontrava-se bem vascularizado. As particulas do enxerto 6sseo,
associado a tetraciclina (10mg/enxerto), ndo promoveram reagao tecidual em
todos os periodos de observacdo, uma vez que notava-se auséncia de
células inflamatdrias, tanto mononucleares quanto polimorfonucleares.
(Figura 18, 19, 26).

No grupo AB, verificava-se também a incorporacdo das particulas
enxertadas tanto do tecido 6sseo autdégeno quanto homégeno. Notava-se
formacédo de tecido 6ssec em camadas ao redor das particulas incorporadas

no periodo de 8 semanas. Em 12 semanas, essas camadas eram mais
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espessas, bem celularizadas, sugerindo apresentar propriedade
osteoindutora em ambos os enxertos utilizados {Figura 20, 21, 27,28).

No grupo ABT, no periodo de 8 semanas, verificava-se a presenca
tanto de tecido 6sseo neoformado quanto de tecido conjuntivo osteogénico,
enquanto que, no periodos de 12 semanas, havia predominio de tecido 6sseo
neoformado. Auséncia de reagao inflamatéria, em todos os periodos de
observagéo, foi ainda evidenciada, completando o quadro histolégico (Figura
22, 23, 29, 30).

Analisando os grupos fratados com tetraciclina, notava-se que essa
droga, na dose preconizada, nao interferiu no processo de incorporacio entre
as particulas e na neoformagédo de tecido 6sseo. Além disso, auséncia de
colonias bacterianas foi observada em todos os grupos de estudo em seus

respectivos periodos de observagio.
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Figura 16 - Enxerto 6sseo autdégeno particulado no periodo de 8 semanas de
incorporagdo (H.E.aumento de 100X). Grande area de neoformagado oOssea
caracterizada por (1) células conjuntivas (2) ostedcitos aprisionados em nova
matriz 6ssea e (3) particula de enxerto 6sseo.
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Figura 17 — Particula de enxerto incorporada dentro da matriz de células conjuntivas.
(1) Células conjuntvas, (2) ostedcitos aprisionados em nova matriz ossea e (3)
particula de enxerto ¢sseo. (H.E. aumento 200X fig. 16).
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Figura 18 - Enxerto 6sseo autégeno particulado com tetraciclina no periodo de 8
semanas(H.E. aumento de 100X). (1) Novo tecido 6sseo em torno de uma particula de
enxerto. (2) espagos medulareas neoformados entre a particula e a (3) cortical da
calota craniana. (4) Vasos sanguineos e (5) células de tecido conjuntivo.

Figura 19 — (1) Tecido ¢sseo neoformado, (2) osteoblastos na periferia da
particula 6ssea . Presenca de (3) vasos sanguineos, (4) espagos medulares e (5)
tecido conjuntivo (H.E. aumento 200X fig. 18)
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Figura 20 — Enxerto dsseo autégeno particulado misturado a enxerto homégeno
fresco congelado particulado no periodo de 8 semanas (H.E.aumento de 100X) (1)
Células conjuntivas, (2) osteécitos aprisionados em nova matriz 6ssea e (3)
particulas de enxerto 6sseo com arquitetura preservada. (4) grande quantidade de
espagos medulares neoformados.

4

Figura 21 — Detalhe da incorporagdo o6ssea entre as particulas de enxerto (setas).
(H.E. aumento 200X fig. 20)
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Figura 22 — Enxerto 0sseo autégeno particulado misturado a enxerto homogeno
fresco congelado particulado com adigéo de tetraciclina no periodo de 8 semanas
(H.E. aumento de 100X). A deposigdo de matriz 6ssea (seta) comprova o processo
aposicional e centrifugo na incorporagdo das particulas. Observa-se a unido de 2
particulas de enxerto 6sseo(*).

Figura 23 - Observa-se 3 diferentes tipos de tecido: (1) tecido 6sseo com
osteocitos aprisionados na matriz, (2) camada de osteoblastos e (3) tecido
conjuntivo. (H.E. aumento 200X fig. 22)
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Figura 24 — Enxerto 6sseo autdgeno particulado no periodo de 12 semanas de
incorporagao (H.E.aumento de 100X). Observa-se a (1) uma particula em processo
de incorporagéo Ossea, se unindo a (2)cortical da calota craniana e (3)tecido
conjuntivo.

Figura 25 — Um sinal de reabsorgéo de particula ossea ¢ visivel em uma (1 )lacuna de
Howship com atividade de osteoclasto (seta). (2) Tecido conjuntivo com potencial
osteogénico é observado entre as (3) particulas e a (4) cortical da calota
craniana(H.E. aumento 200X fig. 24).
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Figura 26 — Enxerto 6sseo autdgeno particulado com tetraciclina apés 12 semanas
(H.E. aumento de 100X). Osteocitos sdo observados dentro da (1) particula de enxerto
circundada por (2) tecido conjuntivo. .
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Figura 27 — Enxerto 6sseo autégeno particulado misturado com enxerto homogeno
fresco congelado particulado no periodo de 12 semanas (H.E.aumento de 100X).
Identifica-se (1) tdbua externa da calota craniana, (2) grande quantidade de novo
0ss0, (3) osteoblastos, e (4) tecido conjuntivo.

Figura 28 — (1) Particula 6ssea, com (2) neoformacao éssea na periferia com (3)
camada de osteoblastos e (4) tecido conjuntivo (H.E. aumento 200X fig. 27).
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Figura 29 - Enxerto 6sseo autogeno particulado misturado a enxerto
homogeno fresco congelado particulado com tetraciclina no periodo de 12
semanas (H.E. aumento de 100X). Observa-se a incorporacéo entre diversas
particulas de fragmentos ésseos.

Figura 30 — Observa-se ostedcitos aprisionados em matriz 6ssea neoformada (1)
com os fragmentos de enxerto (2) e o tecido conjuntivo (3) (H.E. aumento 200X fig.
29).



47

5.3 Analise estatistica da histomorfometria
S&o transcritos a seguir os resultados estatisticos da analise
histomorfométrica da area de densidade 6ssea realizada na regizo do tecido
0sseo mineralizado enxertado com osso autdgeno particulado e osso
autégeno particulado misturado com osso homégeno fresco congelado
particulado associados ou ndo com tetraciclina nos diversos periodos
experimentais. Esses resultados estdo computados nas TABELAS 5e 6 e
representados no GRAFICO 4, 5, 6 e 7. Todos 0s valores estdo expressos
por Média e desvio padrao da média (SD) e o nivel de significancia adotado

foi p<0,05.

Para facilitar a interpretacao dos resultados, os grupos experimentais
estdo representados por letras (A, AT, AB e ABT) seguidas dos nimeros 8 e
12 correspondentes aos periodos de observagao (8 semanas e 12 semanas)

apds a cirurgia de enxerto 6sseo.

Analisando os dados das Tabelas 5 e 6 e GRAFICO 4 podemos
observar que no intervalo de avaliagdo de 8 semanas, os coelhos do grupo
AT apresentam valores de densidade 0ssea estatisticamente mais baixos em
relagdo aos do grupo A (P<0,001), enquanto que os valores obtidos dos
coelhos dos grupos AB e ABT mostram significativamente mais elevados
(P<0,001). Quando comparamos os grupos AT/AB e AT/ABT entre si,
verificamos que a area da densidade 0ssea é significativamente mais elevada
nos grupo AB (P<0,001) e ABT (P<0,001). Podemos observamos ainda,
diferencas estatisticas entre os valores detectados nos grupos AB e ABT
traduzindo valores mais expressivos no tecido 6sseo dos coelhos do grupo

ABT (P<0,01).
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Apbs 12 semanas das cirurgias de enxerto 0sseo realizado na calota
craniana dos coelhos, representado pelo GRAFICO 5, verificamos uma
variagio entre os valores encontrados nos grupos A/AT e AT/ABT, mas nao
foi estatisticamente significante {P>0,05). Quando comparamos 0S grupos
A/AB (P<0,001) ¢ AT/AB (P<0,01), constatamos uma significativa diminuigdo
da area 6sseo nos animais do grupo AB. Os grupos AB e ABT diferem entre

si apresentando valores significantemente mais elevados nos coelhos do

grupo ABT (P<0,01).

Os dados histomorfométricos representados nos graficos 6 e 7
demonstram, ainda, que os coelhos dos grupos A12 e AT12 apresentam
area de tecido 6sseo significativamente mais elevada do que aquelas dos
grupos A8 e AT8 (P<0,001), contudo os animais dos grupos AB12 e ABT12
apresentam significativa diminui¢do de area 6ssea em relagdo aos animais

dos grupos AB8 e ABT8 (P<0,001).
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TEMPOS GRUPOS 5
A8/ AT8 P<0,001™""
A8/ AB8 P<0,001""*
8 semanas A8/ ABTS P<0,001"""
=) *ork
AT8/ ABS P<0,001
AT8/ ABTS P<0,001™""
AB8/ABTS P<0,01%*
A12/ AT12 P>0,05 (n.s)
Al12/ AB12 P<0,0017""
12 semanas A12/ ABT12 P<0,001"""
=2 AT12/ AB12 P<0,01"
AT12/ ABT12 P>0,05 (n.s)
AB12/ABT12 P<0,05*

Tabela 5 — Resultados da analise de variancia (ANOVA) e Teste de Tuckey dos dados
histomorfométricos dos grupos A (A8 e A12), AT (AT8 e AT12), AB (AB8 e AB12) e ABT

(ABT8 e ABT12), nos diferentes periodos de observacéo em 8 e 12 semanas.
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0,210 + 0,010

AT 0,178 + 0,008 | 0,246 + 0,005
AB 0,336 + 0,008 0,222 + 0,008
ABT | 0,360 + 0,007 0,240 + 0,012

Tabela 6 — Analise histomorfométrica da area de densidade 6ssea (mm?) dos
tecidos mineralizados, obtido com enxertos de osso autogeno particulado e de osso
autogeno particulado misturado com osso homégeno fresco congelado particulado
associados ou ndo com tetraciclina nos diversos grupos experimentais. Valores

expressos por Média * SD para cada grupo (n=5).
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Analise histomorfométrica da densidade éssea de coelhos (mm?)

msD
OMEDIA

Densidade éssea (mm?)

8 semanas

Grafico 4 - Valores médios da analise histomorfométrica da area de densidade
6ssea (mm?) de tecido mineralizado nos enxertos nos coelhos dos grupos A,

AT, AB e ABT no periodo de 8 semanas.
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Grafico 5 - Valores médios da andlise histomorfométrica da area densidade
ossea (mm?) de tecido mineralizado nos enxertos nos coelhos dos grupos A,

AT, AB e ABT no periodo de 12 semanas.
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Analise Histomorfométrica de densidade dssea de coelhos (mm?)
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Grafico 6 - Valores médios da analise histomorfométrica da area de densidade
Oossea (mm2) de tecido mineralizado nos enxertos nos coelhos dos grupos A (A8 e

A12), AT (AT8 e AT12), AB (AB8 e AB12) e ABT (ABT8 e ABT12), nos
diferentes periodos.
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Grafico 7 - Comparacdo dos valores médios da area de densidade Ossea
(mm?) de tecido mineralizado da calota craniana de coelhos dos grupos A (A8
e A12), AT (AT8 e AT12), AB (AB8 e AB12) e ABT (ABT8 e ABT12), entre os

periodos de 8 e 12 semanas.
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6 DISCUSSAQ

Foi observado que a adicdo de enxerto homégeno fresco
congelado a enxerto autogeno puro promove a formagéo de maior quantidade
de tecido dssec em volume, o que parece indicar que a particula do osso
homogeno, por ter a sua reabsorcdo mais demorada, manteve o arcabougo
para a proliferagao de células osleoprogenitoras. Um dos fatores que possam
ter interferido nos nossos resultados & o tamanho das particulas, uma vez
que o 0sso autdgeno foi obtido por raspagem e o osso homogeno foi
particulado por um triturador de compressdo. Os resultados histolégicos
mostram diversas particulas o6sseas com celularidade, internamente as
particulas do novo osso formado, podendo ser interpretado que o osso foi
revascularizado e incorporado, tendo auxilio da capacidade osteoindutora
tanto do materia! autdégeno quanto do homégeno (PELEGRINE, 2006). Em
um experimento, {(ISAKSSON et al, 1992) foi comprovado que particulas
menores apresentavam melhor capacidade ostecinduiora, sendo que 0 0sso
neoformado com maior rapidez e com maior vascularizagao era aquele obtido
na forma de uma pasta O0ssea de raspas de fresagem, sendo a outra
granulagdo empregada de 1000pm. Um outro trabalho estudando somente o
tamanho das particulas oésseas autbégenas demonstrou que particulas
menores, em torno de 0,5 a 2mm® em volume, sdo reabsorvidas mais
rapidamente em 4 semanas, indicando um maior nivel de substituicao ossea,
se comparadas a de volumes de 10mm® (PALLESEN et al., 2002). Nos
trabalho revistos, existiu uma diferenga na granulacédo do material enxertado,

sendo que, na maioria dos trabalhos as medidas das particulas eram
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menores que 500pm de diametro, em torno de 100 a 300pm (SANDERS et
al.1983), 250 a 420pm (HAMMERLE ef af., 1997) e 300 a 500pm (DRURY et
al., 2003), mas também houve relatos de pesquisas com particulas entre 250
a 1000pm (SLOTTE et al., 2003).

Pelo estudo histomorfométrico, pudemos observar que a TTC tem
efeito benéfico quando utilizada associada a enxerto misto (autégeno com
homébgeno) se comparada ao enxerto autoégeno, principalmente nas primeiras
8 semanas de reparagdo. Todavia, no grupo autdgeno, quando associado a
TTC, a histometria pareceu indicar que houve uma reabsorcao mais rapida
das raspas do grupo de 8 semanas, mas promovendo a mesma quantidade
de novo 0sso no periodo de 12 semanas. O objetivo da associagdo de
tetraciclina a enxertos ésseos autdgenos puros ou mistos & a diminuigdo do
risco da formagédo de abcessos e de secrec¢des purulentas no pos-operatorio
em cirurgias de seio maxilar (SENDYK, 2005). Em nenhum dos grupos foi
observado sinais de reagdes inflamatérias efou infecciosas.

A idéia de se associar a TTC na forma de po, foi uma maneira de
facilitar a sua mistura no enxerto misto. Diversos autores utilizaram TTC
associada a outros biomateriais (SANDERS et al., 1983; MABRY et al., 1985;
EVANS et al., 1989; PHILIPPART et al, 2003; KiM et al., 2004) para cirurgias
de enxertos 0sseos. Alguns autores utilizaram a TTC associada a oufros
enxertos sendo que a proporgdo enxerto/tetracilina descrita foi de 4:1. A
proporgéo era realizada na forma do p6é de TTC adicionada ao biomaterial
(MABRY et al., 1985 EVANS et al., 1989). Para evitar a superdosagem de
TTC, e conseqiiente reabsorgao total dos materiais pesquisados, foi adotado

no experimento a proporgao de TTC com 10mg, néo ultrapassandc 1/6 do
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volume total do material mineralizado que foi depositado nos dispositivos.
Todavia, foi também empregado o uso da TTC em solugdo, com
concentragdes de 10mg/ml (DRURY et al., 1991) e de 50mg/ml (MASTERS et
al., 1996) aplicada diretamente no enxerto. Porém os trabalhos com TTC se
mostram conflitantes, questionando o real beneficio da tetraciclina na
reparacao em alvéolos (THILANDER et al., 1973), ao contrario de quando
associados a enxertos demonstrando seus efeitos antimicrobianos, sua
substantividade, seus efeitos anti-colagenoliticos e sua atividade de
estimulagéo fibroblastica (KIM et al., 2004). De acordo com os resultados
desta pesquisa, a tetraciclina pareceu nzo exercer influéncia no ganho de
tecidos duros, coerente com o trabalho de Masters et al. (1996).

Nao existe uma correlagdo de metabolismo enire seres humanos e
coelhos, porem o indice de atividade metabdlica de coelhos é maior se
comparado a seres humanos {ISAKSSON et al., 1992). O tempo de sacrificio
dos coelhos variaram entre 1 a 15 semanas baseando-se nos trabalhos de
Isaksson et al, 1992, Lundgren et al, 1992; Hammerle et al, 1995;
Hammerle et al., 1997, Pallesen, et al., 2002.

O modelo de experimento animal de regeneragao 6ssea em calvaria
de coelhos foi descrito na literatura por varios autores (ISAKSSON et al.,
1992: LUNDGREEN et al., 1992; HAMMERLE ef al., 1995; HAMMERLE et
al., 1997: PALLESEN et al., 2002; SHAND et al., 2002; SLOTTE et al., 2003).
Entretanto, quando um modelo experimental era utilizando os procedimentos
de RTG, diversos tipos de barreiras foram utilizadas, dentre elas, barreiras
impermeaveis de PTFE (BUSER et al, 1990; DONOS et al., 2002;

PALLESEN et al 2002) que sao descritos na literatura. Alguns trabalhos,
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poréem, foram com barreiras biodegradaveis (LUNDGREN ef al., 1992;
HAMMERLE ef al., 1997). Contudo poucos trabalhos existem com o modelo
experimental utilizando dispositivos cilindricos metalicos (SLOTTE et al.,
2003) simulando uma situagédo de barreira impermeavel. A vantagem de ser
fixada com parafusos e por ndo sofrer colapso decorrente da sutura foi o
motivo pela qual adotamos este modelo. O método com cilindros metalicos
tambeém foi descrito nos trabalhos de Manfro (2006) e Pelegrine (2006}

Um consenso entre todos os trabathos em RTG é que o material de
enxerto funciona como um arcabouco que vai propiciar a osteocondugao,

onde capilares neoformados vao revascularizar a regido e servir de guia para

deposigdo subsequente de osso neoformado (SANDERS et al, 1983;
HAMMERLE et al.,1997).
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7 CONCLUSAO

A metodologia empregada e os resultados obtidos neste estudo nos pesmitem

concluir que:

1 - N&o houve significancia estatistica entre as vartagdes volumétricas do

0ss0 neoformado nos grupos tratados com tetraciclina (AT e ABT) nos dois

periodos de observacao.

2 - O grupo AB apresentou aumento significante de volume em relacéo ao

grupo A (controle) nos dois periodos de observagzo.

3 - A tetraciclina na dose utilizada (10mg/enxerto} apresentou significante
diminuigao na area de densidade 0ssea no grupo AT em relagéo ao grupo A
em 8 semanas, entretanto no periodo de observagdo de 12 semanas nao

houve diferenca significante entre os dois grupos.

4 - O grupo ABT apresentou um aumento significante de area de densidade

o0ssea quando comparado com o grupo AB nos dois periodos de

observagao.
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TABELAS DAS MENSURAGOES DAS ALTURAS DOS CILINDROS

PREENCHIDOS COM OSSO (mm)
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No. coelho | Local | Material | N S L O
85 semanas) 1 ABT 1,3 1 1 1,7
815 semanas) 2 A 16 { 15 | 16 | 16
88 semanas) 3 AT 1,8 1,7 1,7 1,7
8/s semanas) 4 AB 18 | 1,8 | 1,8 | 1,8
1 65 semanss) 1 A 4 41 | 44 4
165 semanas) 2 AT 3 3 5 3
165 semanas) 3 AB 21 | 1,7 | 1,7 | 1.7
165 somanas) 4 ABT 22 | 22 | 22 | 22
1 38 semanas) 1 AT 25 | 34 | 29 | 29

7 318 semanas) 2 AB 18 | 18 |1 1,8 | 1.8
138 semanas) 3 ABT 1,9 1,9 1,9 1,9
135 semanas) 4 A 2 2,1 1,9 3,2
1388 semanas) 1 ABT 2,1 18 | 1.8 | 1.8
1388 semanas) 2 A 1,2 2,3 3 1,3
13as semanas) 3 AT 2 16 | 28 | 24
71388 semanas) 4 AB 23 | 1,9 2 1,6
1 1R8 semanas) 1 A 1,7 2,2 3.5 2
1 1R semanas) 2 AT 2 25 | 23 | 1,7
11 Rs semanes) 3 AB 19 | 15 | 14 | 15
11 R semanas) 4 ABT 15 | 16 | 29 | 25
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No. coelho | Local | Materiat | N S L o]
12012 semanas) 1 ABT 2,7 3 4.4 24
1 212 semanas) 2 A 1,8 1,3 1,3 3,1
1 2(12 semanas) 3 AT 2,2 2,8 4,2 2,6
1 212 semanas) 4 AB 1,7 1,7 1,2 1,2
15012 semanas) 1 A 3,3 3,2 4 3,7
1512 semanas) 2 AT 2,3 4 4 3,9
1512 semanas) 3 AB 3,7 3,1 5 5
1 512 semanas) 4 ABT 3,7 2,9 1,9 2,2

612 semanas) 1 AB 2,2 2,2 1,8 1,7
By12 semanas) 2 ABT 3,4 4.1 2,6 3,9
612 semanas) 3 A 2,3 1,6 2,7 1,4
612 semanas) 4 AT 2 2,3 2 2,5
T 712 semanas) 1 AB 1,2 1,3 1,3 1,3
1112 semanas) 2 ABT 1,6 2,1 2,2 24
1112 semanas) 3 A 2,9 1,6 1,7 1,7
7112 semanas) 4 AT 2,2 1,5 1,7 1,8
412 semanas) 1 AT 3 1,9 3,7 2,5
412 semanas) 2 AB 1,7 2,4 1,9 1,7
412 semanas) 3 ABT 1,2 1,4 1,8 1,6
412 semanas) 4 A 1,5 1,4 1,5 1,7
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TABELAS DAS MEDIDAS DAS AREAS PARA

ANALISES HISTOMETRICAS
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MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de Sadade
Comissao Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP

UNIVERSIDADE DE SANTO AMARO
Comité de Etica em Pesquisas
Registro CONEP n.® 306

Aprovado em 16/05/2000

PARECER N.° 064/2006
REGISTRO CEP UNISA N.° 134/06

Projeto de Pesquisa: " Avaliagdo de enxerto Osseo autogéno misturado com enxetto

hgmogeno de banco de ossos associados ou n&o a tetraciclina em calvaria de coelhos; estudo
histologico e histomorfométrico

Pesquisadores Responsaveis: Orientador: Prof.Dr. Alfredo Gromatzky
Pos-Graduando: Renato Limberte

Area Temdtica Especial: Faculdade de Odontologia

Prezado Pesquisador:

Ao se proceder a analise do processo em questdo, cabe a seguinte consideragio:

As informagdes apresentadas atendem aos aspectos fundamentais das Resolugdes CNS
196/96, 251/97 e 292/99, sobre Diretrizes ¢ Normas Regulamentadoras de Pesquisas
Envolvendo Seres Humanos.

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisas da UNISA, de acordo com as atribui¢Ges
da Resolucio 196/96, manifesta-se pela APROVACAOQ do projeto de " Avaliagio de enxerto
0sseo autogéno misturado com enxerto homogeno de banco de ossos associados ou ndo a
tetraciclina em calvaria de coelhos: estudo histolégico e histomorfométrico”

S#o Paulo, 29 de novembro de 2006

PROF. DR. G.C.GENOFRE NETTO
Vice-Presidente do Comité de Etica em Pesquisas
UNISA - Universidade de Santo Amaro



Parecer Consubstanciado de Projeto

Titulo do Projeto;
de banco de ossos

histolégico e histomorfométrico”

Avalia.géo de enxerto 6sseo autogéno misturado com enxerto homégeno
associados ou nao A tetraciclina em calviria de coelhos: estudo

Pesquisador Responsavel :Pés- Graduando: Renato Limberte
Orientador: Prof. Dr. Alfredo Gromatzky

|Etta da Versao

B | Cadastro 087

| |Eata do Parecer 29/11/2006

| Grupo e Area Tematica

1.5 Novos procedimentos

Objetivos do Projeto

Avaliar a viabilidade de utilizagdo de enxertos 6sseos misturados com tetraciclina

Sumirio do Projeto

Avaliar quatro tipos de enxertos 6sseos em calvaria de coelhos

Aspectos relevantes para avaliagéo Situacao
Titulo Adequado
Rela¢ao dos Pesquisadores Adequada
Local de Origem na Instituigio Adequado
Projeto elaborado por patrocinador Sim
Local de Realizagéo Prépria instituigdo
Outras instituigdes envolvidas Nio
Condig6es para realizagio Adequadas
Introducio Adegquada
Objetivos Adequados
Método
Tipo de projeto Pesquisa em Animais
Delineamento Adequado
Tamanho de amostra Total Na Instituigado sim
Calculo do tamanho da amostra Adeguado
Participantes pertencentes a grupos especiais Nao
Selecio eqliitativa dos individuos participantes Adequada
Critérios de inclusdo e exclusao Adequados
Relagio risco- beneficio Adequada
Uso de placebo Nao utiliza
Periodo de suspensio de uso de drogas (wash out) | Néo utiliza
Monitoramento da seguranga e dados Adequado
Armazenamento de material biolgico Adequado
Instrumentos de coleta de dados Adequados

Avatliagdo dos dados

Adequada - quantitativa

Privacidade e confidencialidade

Adequada

Termo de Consentimento Adeguado
Adequacéo as Normas e Diretrizes Sim
Adequado

Cronograma

Data de inicio prevista 01/08/2006

Data de término prevista 0170212007
Orgamento N Agequado

Solicita recursos a instituigao Ngo

Fonte de financiamento externa Nao
Referéncias Bibliograficas Adequadas

Recomendagado
| Aprovar

Comentarios Gerais sobre o Projeto
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O _ptojeto tem importancia na area odontoldgica por estudar os efeitos da
adicao de antibiético a enxertos e cirurgias de reconstrugido ésseo alveolar.

Séo Paulo, 29 de NOVENMBRO de 2006.

7

A

PROF. DR. G'C.GENOFRE NETTO
Vice-Presidente do Comité de Etica em Pesquisas

UNISA - Universidade de Santo Amaro
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