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RESUMO

A avaliacdo da influéncia da Doxiciclina, e seu comportamento osteogénico,
quando adicionada ao composito produzido com ceramica de beta tricalcio-
fosfato associado a polimeros (PCL e PLGA) e B-ciclodextrina, implantada em
alvéolos de ratos, foi realizada imediatamente apds a exodontia. O 0sso
neoformado foi caracterizado de forma qualitativa (histologicamente) e
quantitativa (histomorfometricamente), sendo os animas divididos em 04 grupos:
Grupo 01 (Coégulo Sanguineo — Controle), Grupo 02 ( BTCP — Controle), Grupo
03 ( BTCP/PCL/PLGA — Controle) e Grupo 04 ( BTCP/PCL/PLGA/DOX/ BCD -
Teste). O defeito no osso alveolar, pés exodontia do primeiro molar superior
esquerdo foi preparado. Uma Unica loja cirargica foi criada, e preenchida com o
material correspondente a cada grupo. Apds os tempos pré-determinados, T1
(14 dias) e T2 (28 dias) procedeu-se com as analises propostas. A analise
histolégica mostrou, para todos os grupos, a presenca de 0sso neoformado em
ambos os tempos, sendo que em T1, o Grupo 04 — Teste, obteve a maior area
de osso neoformado, quando comparado aos outros grupos. O Grupo 04 -Teste,
manteve o volume praticamente estavel entre os tempos, podendo-se observar
um ligeiro aumento, porém com trabéculas bem mais maduras e estruturadas
em T2. Quando da observacao do infiltrado inflamatério, notou-se que 0 mesmo
era de predominancia mononuclear, compativel com o processo de reparo, para
todos os grupos, sendo que para o grupo BTCP/PCL/PLGA/DOX/ BCD, esse
infiltrado se mostrou ligeiramente diminuido. A analise histomorfométrica
confirmou os achados histolégicos qualitativos, sendo que para o tempo de 14
dias o Grupo Teste apresentou a maior area aferida de osso neoformado (47%),
quando comparado ao Grupo 01 (36%), Grupo 02 (33%) e Grupo 03 (31%) , n&o
havendo diferenca estatistica entre os tempos, quando comparados ho mesmo
grupo e nem entre os grupos, quando comparados grupos diferentes (p > 0,05).
A imunomarcacdo para osteoclastos (TRAP) mostrou, ainda, uma menor
guantidade dessas células no Grupo 04 — Teste com 28 dias, quando comparado
ao mesmo grupo com 14 dias, evidenciado o efeito antiosteoclastogénico de
DOX. Concluiu-se, portanto, que a Doxiciclina utilizada no sistema de liberacao
controlada de farmacos foi capaz de aumentar a qualidade e a velocidade de
neo-formacao 0ssea para este modelo experimental, especialmente nas fases
iniciais criticas do reparo 6sseo (T1 — 14 dias), quando associada ao compdsito
bioceramica/polimeros, sendo seu uso promissor para aplicacdes clinicas
relacionadas a manutencéo do rebordo 6sseo alveolar.

Palavras-chaves: Regeneracao Ossea, bioceramicas, polimeros
biodegradaveis, compdésitos, doxiciclina



ABSTRACT

The evaluation of the osteogenic potential, in an animal bony model after tooth
extraction, it was made for a composite containing calcium phosphate
bioceramics, biodegradable polymers, and an antimicrobial agent, doxycycline,
of the tetracycline class. The newly formed bone was qualitatively characterized
(histologically) and quantitative (histomorphometrically). The animals were
divided into 04 groups: Group 01 (Blood Clot — Control), Group 02 (BTCP —
Control), Group 03 (BTCP/PCL/IPLGA - Control) and Group 04
(BTCP/PCL/PLGA/DOX/BCD — Test). After left upper molar extraction, and
alveolar bone defect was prepared. A single surgical store was created, and filled
with the material corresponding to each group. After predetermined times, T1 (14
days) and T2 (28 days) proceeded with the proposed analysis. Histological
analysis showed, for all groups, the presence of neoformed bone at both times,
and at T1, Group 04 — Test, obtained the largest area of the neoformed bone
when compared to the other groups. Group 04 — Test, kept the volume practically
stable between times, and a slight increase can be observed, but with much more
mature and structured trabeculated bone in T2. When observing the inflammatory
infiltrate, it was noted that it was predominantly mononuclear, compatible with the
repair process, for all groups, and the BTCP/PCL/PLGA/DOX/BCD group, this
infiltrate was slightly decreased. The histomorphometric analysis confirmed the
qualitative histological findings. For the 14 days time, the Test Group presented
the largest measured area of newly formed bone (47%), when compared to
Group 01 (36%), Group 2 (33%) and Group 03 (31%), with no statistical
difference between the times compared into the same groups or between groups,
when compared different groups (p<0,05). The osteoclast immunostaining
(TRAP) also showed a smaller amount of these cells in Group 04 — Test with 28
days, when compared with the same group with 14 days, evidencing the
antiosteoclastogenic effect of DOX. It was concluded, therefore, that Doxycycline
used in the controlled drug delivery system was able to increase the quality and
speed of bone neo-formation for this experimental model, especially in the critical
early stages of bone repair (T1 — 14 days). This composite has promising use for
clinical applications related to the maintenance of the alveolar bone ridge.

Key words: bone regeneration, bioceramics, biodegradable polymers, composite
and doxycycline.
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1 INTRODUCAO

As perdas Osseas alveolares causadas por exodontias, periodontite
avancada, infeccdo endodéntica, traumas, processos patologicos, defeitos
congénitos, reabsorcéo fisiologica normal, bem como a combinacdo de todos
esses fatores podem causar o comprometimento do rebordo alveolar (ALVIN et
al. 2004).

Apbs a exodontia, coagulo sanguineo € formado no interior do alvéolo
dentario, associado a intenso processo inflamatorio, que séo os estimulos para
posterior neo-formacéo O6ssea. O 0sso é um tecido duro que acumula duas
fungBes principais: suporte estrutural e metabolismo de calcio, ndo admitindo,
porém, carga excessiva. Na regido anterior da maxila o osso alveolar é
rapidamente remodelado, ocorrendo perda de 25% de volume no primeiro ano,
e 40 a 60% da espessura nos trés anos apO0s a extracdo. Nas regides
posteriores, o indice de perda 6ssea inicial € geralmente maior do que nas
regides anteriores, porém o volume inicial de reabsorcao posterior € o dobro da
anterior e, mesmo com perda de 50%, ainda ha um volume adequado para
instalacdo de implantes. (PERRI DE CARVALHO et al. 2002).

Por esta razao, diferentes técnicas tém sido empregadas com o intuito de
preservar ou melhorar a dimensdo e o contorno do rebordo pds-exodontia,
incluindo-se o uso de implantes, de materiais de enxerto ou membranas
(DOUGLASS et al. 2005; IRINAKIS et al. 2007; ARAUJO et al. 2009).

Embora o tecido 0sseo tenha uma consideravel capacidade de
regeneracao, ainda existem muitas situacdes em que este processo se
apresenta de forma limitada, constituindo um desafio para os procedimentos
0sseos reconstrutivos. Dentre as alternativas disponiveis para os procedimentos
cirargicos ligados a reconstrucao de tecidos e 6rgdos estdo o autotransplante
(enxerto autdgeno), o aloenxerto (transplante entre individuos geneticamente
diferentes, de uma mesma espécie), o xenoenxerto (enxerto cirdrgico de tecido
de uma espécie para outra distinta) e os biomateriais (LEGEROS, 2008).

Biomateriais sdo estruturas de suporte formadas de materiais
biocompativeis. Sdo substancias de origem natural ou sintética, usadas de forma

temporaria ou permanente para tratar, restaurar e/ou substituir algum 6rgao ou
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funcdo do corpo humano (GALETTI et al., 1982). O uso clinico de biomateriais
osteocompativeis e bioativos (material que induz uma resposta biologica
especifica, sendo o oposto de bioinerte) (LEGEROS, 2008), tem importantes
aplicagcbes na reparagdo e reconstrucdo oOssea. Existem vérias técnicas e
materiais usados na preparacdo de reparo 6sseo, porém deve-se avaliar o
comportamento desse material quanto a estabilidade em ambiente fisiologico e
resisténcia mecanica (OREFICE, 2006). Quando uma perda significativa de
tecido ocorre como resultado de trauma ou da extirpacdo de processos
patoldgicos, uma abordagem alternativa para cura total € a utilizacéo de recursos
provenientes da engenharia de tecidos (LANGER; VACANTI, 1993; IKADA et al.,
2006).

As bioceramicas (BC) tém apresentado utilidade em reconstrucdes de
grandes perdas 0sseas faciais e ortopédicas, mostrando condi¢des satisfatorias
em relacdo a resisténcia mecéanica e médulo de elasticidade do tecido dsseo
neoformado em funcdo da osteoconducdo (processo no qual é provido um
arcabouco micro e macroscépico para possibilitar a migracdo de elementos
celulares envolvidos na formacgédo 6ssea: células mesenquimais, osteoblastos,
osteoclastos e vasculatura) (FITCH et al., 1997) e osteoinducao (processo de
recrutamento de células mesenquimais circundantes que diferenciardo em
células formadoras de cartilagem e 0sso, sob a influéncia de BMPs (URIST,
1980; STEVENSON, 1999), onde a bioacao (capacidade do material de induzir
a deposicdo de cristais de apatita sobre sua superficie (LEGEROS, 2008))
envolvida é a osteogénese (formacao 6ssea sem a indicacao de origem celular,
ou seja, 0 0sso neoformado pode se originar de células vivas do enxerto ou de
células derivadas do hospedeiro) (STEVENSON, 1999). Dentre elas, as
ceramicas de fosfato de célcio sao reconhecidamente biocompativeis e possuem
propriedades bioativas. Apresentam constituicdo quimica inorganica semelhante
a do osso natural, o que as torna substitutos 0sseos promissores nos campos
ortopédico e maxilofacial (FELLAH et al., 2007).

Uma abordagem para melhorar as propriedades mecanicas (como por
exemplo, resiliéncia e elasticidade), quimicas e biolégicas de biomaterias é a
producdo de compdsitos organico-inorganico, que é a associacao de diferentes
materiais para uma finalidade comum, buscando otimizacdo de propriedades
(LEGEROS, 2008).
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Por isso, como maneira de tentar melhorar as propriedades mecéanicas e
bioldgicas, as ceramicas e vidros tem sido associados com polimeros, formando
um compasito, pois sua degradacéo é controlavel e favorece a formacéo de uma
microarquitetura porosa e interconectada induzindo a neoformagdo Ossea
(BYUN et al. 2014).

Os polimeros biodegradaveis, além de também servirem como arcabouco
para osteoconducédo, sdo amplamente empregados como sistemas de liberacao
controlada de farmacos. Varios produtos e processos foram desenvolvidos, com
o intuito de se obter sistemas de liberagdo controlada, objetivando controlar a
velocidade de liberacdo do farmaco, mantendo seu nivel terapéutico por um
periodo de tempo maior, e também dirigir sua acdo a um local especifico
(ADERIBIGDE et al. 2015; LEE et al. 2008). Tais caracteristicas promoveriam
reducdo de efeitos adversos e toxicos, além da reducdo do numero de
administracdes e maior adesdo do paciente ao tratamento (LIMA et al., 1999).

O sucesso da utilizacdo de um biomaterial pode estar comprometido por
varios fatores locais que dependem das caracteristicas do material, da
manipulacdo durante o processo cirirgico e da resposta do hospedeiro ao
material implantado. Dentre os diversos antibiéticos utilizados clinicamente, as
tetraciclinas (TCs), nomeadamente a Doxiciclina, apresentam, como efeito
primario, um espectro antimicrobiano apropriado para o tratamento de infec¢des
0sseas e uma eficacia clinica comprovada. Além do efeito anti-infeccioso, este
farmaco parece exercer efeitos diretos no microambiente &ésseo que,
aparentemente, se traduzem por um efeito benéfico nos processos de
regeneracao tecidual (CHAUDHARY:; AVIOLI, 1994).

Assim, este estudo tem como finalidade avaliar a influéncia da Doxiciclina,
e seu comportamento osteogénico, quando adicionada ao compasito produzido
com ceramica de beta tricélcio fosfato associado a polimeros (PCL e PLGA) e B-
ciclodextrina, em alvéolos de ratos com defeitos 6sseos padronizados e nao

criticos, imediatamente apos a exodontia.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Tecido 6sseo

O tecido 6sseo pode ser dividido em quatro componentes
microestruturais: células, matriz organica, matriz inorganica e fatores
sinalizadores soluveis (BUCKWALTER et al., 1996).

Este tecido € constituido de 70% de componentes inorganicos e 30% de
componentes organicos. Na parte organica encontramos 2% de células e 98%
de matriz extracelular, onde o colageno protéico fibroso representa 95% do total,
enquanto os 5% restantes sdo preenchidos por polissacarideos, lipideos e
fosfolipidios (BUCKWALTER et al., 1996).

Entre os componentes inorganicos encontramos o calcio e o fosfato, que
formam a hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH)2) e outros elementos como magnésio,
sédio, potassio e, em menor concentracao, zinco, manganés, flior e molibdénio.
Nesta parte estdo depositados 99% do célcio, 85% do fésforo e 66% do
magneésio encontrados no organismo humano (SEEMAN, 2008).

Além de sua funcéo de suporte e protecao, o tecido 6sseo funciona como
reservatério de minerais, e sua complexa fisiologia € controlada por fatores
hormonais, forgcas mecénicas, fatores de crescimento e citocinas (TENCATE,
1994).

As etapas do desenvolvimento 6sseo sdo reguladas por uma hierarquia
de programas genéticos, enddcrinos e mecanicos (BRACHVOGEL et al., 2003).

Células 6sseas sdo organizadas em uma rede de interconexao que se
estende dos ostedcitos enclausurados na matriz até os osteoblastos presentes
na superficie 6ssea. O tecido 6sseo exibe propriedades de memoria de curto e
longo prazo, semelhante as células nervosas (TURNER et al., 2002).

Os principais fenotipos celulares associados ao 0sso sédo 0 ostedcito, o
osteoblasto e 0 osteoclasto. Suas origens, funcdes e localizacdes estéo listadas
no quadro a seguir.

Macroscopicamente o tecido 0sseo € composto por 0sso 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 ocupada pelo 0sso esponjoso, que corresponde
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aos demais 20% do peso. Quanto ao metabolismo, 0 0Sso esponjoso é oito

vezes mais ativo, apresentando maior remodelacdo (TURNER et al., 2002).

Composicgéo celular 6ssea e suas caracteristicas.

Tipo Celular Origem Localizacao Funcéao
Ostedcitos Diferenciacdo de | Matriz Secrecao de
osteoblastos extracelular fatores de

crescimento

Osteoblastos Células Maioria no | - Formacao 6ssea
Mesenquimais periosteo - Regulacdo do
Metabolismo
0sseo

- Mineralizacéo

da matriz 6ssea

Osteoclastos Precursores Locais de maior | Reabsorcao
mononucleados | atividade Ossea: | Gssea.
provenientes da | fratura, tumores,
medula éssea metastases
Fonte: TURNER et al., 2002.

Os principais fenétipos celulares associados ao 0sso sdo 0 ostedcito, o
osteoblasto e o0 osteoclasto. O ostedcito fica dentro da matriz extracelular, apés
esta ter sido por ele depositada sob a forma de osteoblasto. O osteoblasto é
responsavel pela formacdo o6ssea tanto do tecido osteoide, como da
mineralizacdo com a formacao de cristais de HA. O osteoclasto € o responsavel
pela reabsorcéo 6ssea e € encontrado nos locais de maior atividade 6ssea, como
em processos patologicos como fraturas, tumores 0sseos primarios e
metastases de outros tumores nos 0ssos. O osteoblasto tem origem primaria em
uma célula mononuclear de linhagem sanguinea chamada células-tronco
mesenquimais (CTMSs), e o osteoclasto é derivado de um mondécito macrofago,
sendo que serédo diferenciados de suas células de origem durante toda vida. O
tecido 6sseo encontra-se em continuo processo de deposicdo e reabsorcéao,

regulado por uma série de hormdnios e outros elementos (MARINHO, 1995).
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Os osteoblastos sé@o as células responsaveis pela sintese, deposicao e
mineralizacado da matriz extracelular 6ssea. Essas células iniciam e controlam a
mineralizacao do tecido 6sseo, sendo que todas as outras células osteogénicas
contribuem individualmente para o remodelamento 6sseo (LANGER, 2000).

Num estado fisioldgico normal, existe um acoplamento entre reabsor¢cédo
e formacao relacionadas com a remodelagem Ossea. Entretanto, em varias
doencas metabdlicas que podem acometer 0s 0ssos, como por exemplo, nas
osteoporoses h& um relativo excesso de destruicdo 6ssea comparada com sua
respectiva formacédo, ocorrem anormalidades nesta coordenacdo. Isso é
comumente causado pelo desequilibrio entre os processos de reabsorcao e
neoformacédo 6éssea (MUNDY, 1991).

Durante o periodo de reparo 0sseo alveolar, inevitavelmente ocorre uma
reabsorcao Ossea fisioldgica levando a uma diminuicdo na altura e espessura do
rebordo/alvéolo envolvidos, sendo essa perda mais pronunciada na regiao
vestibular, quando comparada as paredes palatinas e linguais do rebordo
alveolar, caracterizando a perda 0ssea alveolar em diferentes magnitudes. Na
regido anterior da maxila o 0sso alveolar é rapidamente remodelado, ocorrendo
perda de 25% de volume no primeiro ano, e 40 a 60% da espessura nos trés
anos apos a extracao. Nas regides posteriores, o indice de perda 6ssea inicial &
geralmente maior do que nas regides anteriores, porém o volume inicial de
reabsorcéo posterior € o dobro da anterior e, mesmo com perda de 50%, ainda
ha um volume adequado para instalacdo de implantes. (SCHROPP et al., 2003;
PERRI DE CARVALHO et al., 2002)

Os eventos relacionados com a formacdo 6ssea incluem atracdo dos
precursores de osteoblastos para o sitio do defeito 6sseo, a partir de um
processo de quimiotaxia, e estimulacdo da proliferacdo e maturacdo destes
precursores, 0S quais sdo capazes de sintetizar as proteinas 0sseas, ou seja,
colageno tipo I, osteocalcina, osteopontina, fosfatase alcalina, proteoglicanos e
outros componentes estruturais. Além disso, ocorre a sintese de fatores
regulatorios de crescimento, 0s quais sdo armazenados dentro da matriz 6ssea
por curto periodo de tempo, quando entdo, acontece a mineralizagcdo dessa
estrutura (MUNDY, 1991)
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A interacdo entre elas controla a atividade e a intensidade deste
remodelamento. Essa interacdo de contato célula-célula pode ser mediada por
moléculas da familia das integrinas ou pode ser mediada pela liberacdo de
polipeptideos que funcionam conectando-se a receptores especificos. Entre os
fatores polipeptidicos conhecidos, uma familia de citocinas pleiotropicas que
partiiham um sinal comum, desempenha um papel chave no remodelamento
0sseo. Desta familia fazem parte entre outras, a IL6 e a IL1 (GEORGES et al.,
2009).

A reparacdo tecidual éssea € um processo complexo que envolve
respostas locais e sistémicas. Frequentemente, essa reparacao € mais lenta em
relacdo a separacdo de tecidos moles, devido a diferente morfologia e
composicado entre os tecidos. O tecido 6sseo possui uma enorme capacidade de
regeneracdo na maioria dos casos, 0 que possibilita a restauragcdo de sua
arquitetura e funcdo original. No entanto, existem algumas condi¢cdes que
dificultam essa capacidade de regeneracdo e a completa reparacdo pode ndo
ocorrer, caso hdo haja um bom suprimento sanguineo, estabilidade mecéanica ou
ocorra alta proliferacao de outros tecidos locais (PINHEIRO; LIMEIRA JUNIOR;
GERBI, 2003).

Quando lesdes ou defeitos 6sseos ocorrem nas mais variadas situacées
clinicas, a construcéo tecidual, que devolve a integralidade funcional e mecanica,
constitui-se num passo necessario para a reabilitacdo do paciente. A maior parte
dessas lesdes, em virtude do seu potencial de regeneracéo espontanea, repara-
se adequadamente pelo emprego de terapias conservadoras ou técnicas
cirtrgicas convencionais. No entanto, procedimentos de enxertia e substituicdo
O0ssea sao frequentemente necessarios, especialmente em ortopedia e em
intervencdes bucomaxilofaciais, quando da existéncia de defeitos 0sseos
extensos decorrentes de traumas, procedimentos cirdrgicos e deformidades
0sseas congénitas (CANCEDDA, 2003).

Estratégias de engenharia tecidual vem sendo desenvolvidas afim de
aperfeicoar a inducéo da remodelacéo 6ssea utilizando matrizes tridimensionais
(compdésitos) biodegradaveis adequadas em relagdo a estrutura mecanica,
proliferacdo e viabilidade das células, quando colonizadas em compdsitos. O
sucesso clinico das estratégias em engenharia de tecidos depende da existéncia

de uma fonte de células para a geracao de osteoblastos funcionais. Na estratégia
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da bioengenharia de tecido 6sseo, o transplante autdégeno de células € um dos
mais présperos conceitos em desenvolvimento. Esta técnica elimina a
morbidade do sitio de doadores em intervencbes que envolvem enxertia
autogena. Além de suprimir reacdes de imunogenicidade inerentes a
procedimentos que utilizam enxertos alégenos, assim como evita o risco de
insucessos que permeia regimes terapéuticos a base de implantes alopaticos na
reconstrucéo das estruturas envolvidas (VACANTI et al., 1998).

A engenharia de tecido é baseada na criacdo de um novo tecido,
semelhante ao tecido perdido, através da regeneracéo induzida ou da persuasao
do organismo na sua prépria cura através do enderecamento, ao local especifico,
de promotores de regeneracdo, tais como: células, moléculas sinalizadoras,
sinais mecéanicos e uma estrutura de suporte (WILLIANS, 2006). Para regenerar
0 tecido ou 6rgao lesado, a engenharia de tecidos utiliza trés ferramentas
basicas: células, matrizes tridimensionais (3D) e fatores de crescimento. A
definicdo mais ampla dessa técnica incluiria, entre seus objetivos, o
desenvolvimento e a manipulacdo de implantes artificiais, de tecidos gerados em
laboratério e/ou células e moléculas capazes de substituir ou estimular
funcionalmente partes defeituosas ou lesadas (IKADA et al., 2006; TABATA et
al., 2006).

Na engenharia de tecidos, as células colonizam a matriz 3D e s@o as
responsaveis pela sintese de matriz extracelular (MEC) do novo tecido, enquanto
a matriz 3D é responsavel por fornecer um meio ambiente favoravel a execucao
adequada das func¢Bes celulares. A maioria das células isoladas de érgédos €
dependente de ancoragem. Assim, a presenca de um material que possa agir
como plataforma de adesdo e promocao do crescimento celular € essencial.
Biomateriais sdo normalmente associados aos materiais colocados em contato
com o tecido humano com o objetivo de recompor alguma parte danificada. Este
tipo de material se diferencia de outros materiais por conter uma combinacéo de
propriedades mecanicas, quimicas, fisicas e bioldgicas que tornara viavel a sua
utilizag&o no corpo humano (OREFICE, 2006).

A osteogénese é um processo complexo, que envolve a acéo de fatores
locais e sistémicos, estimulando a formacgéo, tais como fatores de crescimento,
horménios e vitaminas. Porém, a quantidade e qualidade de osso neo-formado

sob condicbes experimentais € influenciada pela espécie animal, idade,
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localizagdo anatdmica, envolvimento cortical (mono-cortical ou bi-cortical),
presenca de peridésteo e estabilidade do enxerto. Condigcbes completamente
ideais de experimentacdo ainda precisam ser descritas, porém (ALKAN et al.,
2002).

Nesse sentido torna-se necessario estabelecer condi¢cdes para que o
tecido 0sseo possa se regenerar em situacdes clinicas consideradas inospitas,
como em locais que apresentem suprimentos sanguineos comprometidos, em
areas de dificil consolidacéo, em regiées que possuem defeitos com dimensdes
criticas e no levantamento de seio maxilar onde o tecido esteja completamente
ausente. Para a maioria dessas aplicacdes, uma fonte celular € imprescindivel
(BOYAN et al., 2003).

2.2. Alternativas para regeneracao 6ssea

2.2.1. Enxertos 6sseos

O enxerto 6sseo representa um procedimento padrdo frequentemente
utiizado na regeneracdo O6ssea, sendo empregado nas mais diversas
especialidades médicas como, ortopedia, oncologia, cirurgia plastica e, na area
odontoldgica, na implantodontia e na cirurgia bucomaxilofacial. Na ortopedia os
enxertos 6sseos sdo utilizados, por exemplo, para estimular a cicatrizacédo 6ssea
em cirurgias e traumas de grandes proporgdes, nao unides, fusdes articulares,
necrose avascular e na reconstrucdo de membros. Na odontologia, € muito
utilizado em cirurgias reconstrutivas dos maxilares prévia a colocacdo de
implantes dentarios de Titanio, regeneracdo periodontal e reconstrucdo do
rebordo alveolar, por exemplo, também, em fissuras labio-palatinas congénitas
(DE LONG JR, 2007; FINKEMEIER, 2002; JENSEN, 2012).

O material de enxertia, ideal para reconstrugdo 6ssea, deve apresentar as
seguintes caracteristicas (BLOCK, 2006):

- Esterelizavel;

- Integridade estrutural para manter o espago como arcabouco durante a
instalacdo do enxerto (Propriedade conhecida como Osteocondugao),

consolidacédo, maturacdo e o completo reparo 6sseo;
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- Capacidade de ser reabsorvido, reformulado e substituido por osso
natural viavel;

- O material deve ser de facil manipulacéo e colocacéo no leito receptor,
minimizando assim a duragdo do procedimento cirirgico e maximizando o
potencial de sucesso do procedimento.

Os enxertos 0sseos podem ser classificados em relacdo as propriedades
biolégicas que apresentam quando instalados no leito receptor. Essas
propriedades sdo a Osteoconducédo, a Osteoinducdo e a Osteogénese
(DINOPOULOS, 2012).

A osteoconducdo é a capacidade do enxerto auxiliar a cicatrizacéo
através do seu arcabouco micro e macroscoépico, permitindo a infiltracdo
vascular e a migragao interna de elementos celulares envolvidos na formagéo do
0sso, como células mesenquimais indiferenciadas, osteoblastos, osteoclastos,
entre outros. Normalmente, a osteoconducdo € mais eficiente quando outras
propriedades, como a osteoinducéo e a osteogénese estao presentes no mesmo
material, ndo deixando, porém, de existir isoladamente. A osteoconducao parece
ser otimizada em dispositivos que imitam ndo sé a estrutura fisica do 0sso, mas
também a composicao quimica do mesmo (GIANNOUDIS, 2005).

A osteoinducéo foi primeiramente demonstrada por Urist, em meados dos
anos 1960, que evidenciou a notavel capacidade do osso induzir a osteogénese
em sitios ectdpicos. Observou-se, assim, que o tecido 6sseo poderia apresentar
componentes que teriam a capacidade de serem isolados e, dessa maneira,
servirem como indutores de crescimento em outros locais. Desde entéo, o tecido
0sseo passou a ser observado como um composto fisiolégico complexo,
contendo minerais, proteinas e elementos celulares com propriedades Unicas.
Este processo de osteoinducdo é aquele pelo qual as células mesenquimais
indiferenciadas (pluripotentes) e células osteoprogenitoras do leito receptor sdo
induzidas a diferenciarem-se em osteoblastos ap0s a exposi¢ao as proteinas e
células provenientes do enxerto. Essa cascata de eventos celulares é mediada
por inameros fatores de diferenciacdo e crescimento, destacando-se a
superfamilia do fator de transformacé&o do crescimento (TGF-beta) e as proteinas
morfogenéticas do osso (BMPs) (DIMITRIOU, 2005).

A osteogénese é a formacdo de novo 0sso a partir de células

mesenquimais indiferenciadas e células osteoprogenitoras vivas, provenientes
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do enxerto ou oriundas do proprio leito receptor, no hospedeiro. Essas células
tem um papel importante como precursoras de osteoblastos e sdo responsaveis
por metade do equilibrio homeostatico e anabdlico, além de regular a
osteoclastogénese através da expressao da proteina ligante RANK-L. Diferentes
conjuntos de mediadores moleculares interagem com células locais e circulantes
para coordenar a cascata de cicatrizagao: estimuladores de inflamacéo (IL-1 e
IL-6), estimuladores de proliferacdo (TGF-beta), fator de crescimento de
fibroblastos (FGF), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator de
crescimento derivado de plaguetas (PDGF). Os efeitos destas moléculas sobre
a proliferacdo e diferenciacdo de células indiferenciadas ja foram bem
demonstrados e descritos in vitro (BIELBY, 2007).

Os enxertos 6sseos se dividem em quatro categorias principais:
autogenos, aldgenos, xendgenos e aloplasticos, sendo que 0 0sso autdgeno €
considerado o padrdo ouro na regeneracdo Ossea, devido ao seu potencial
osteogénico, de osteoinducéo e osteoconducao. O transplante de 0sso autdégeno
consiste de matriz 6ssea, células autdlogas e fatores de crescimento
armazenados na matriz e transportados com o implante (Meinel et al. 2005). No
entanto, o procedimento de coleta requer um segundo sitio operatorio, no qual
podem ocorrer complicacfes, além de a quantidade de osso coletada ser
relativamente limitada. Para o sucesso do enxerto no leito receptor, € necessario
que a regido ofereca irrigacdo sanguinea adequada, auséncia de processos
infecciosos e inflamatoérios e proporcione estabilidade fisica ao material do
enxerto (FELLAH et al., 2007).

Ja os xenoenxertos, em especial o0 0sso bovino, também conhecido como
osso mineral natural liofilizado, sdo amplamente utilizados, consistindo de um
arcabouco 0sseo inerte de estrutura tridimensional semelhante a matriz 6ssea
mineralizada (SCHWARZ et al., 2007). Essa matriz éssea mineral bovina
desproteinizada tem sido amplamente utilizada com o intuito de preservar as
dimensdes da crista alveolar apos procedimentos de exodontias tdo bem como
os defeitos 6sseos angulares nos dentes e em procedimentos de elevacao de
seios maxilares (CARMANGNOLA et al. 2003; ARTZI et al. 2000, 2004; NEVINS
et al. 2006).

Na tentativa de se encontrar um substituto 0sseo ideal, diversos materiais

aloplasticos tém sido pesquisados. Estes devem apresentar boas propriedades
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fisico-quimicas, como biocompatibilidade, reabsorbilidade, degradacao
controlada, substituicdo simultdnea por novo osso formado, osteoconducéo e
integridade mecanica, a fim de suportar a cicatrizacdo apés os procedimentos e
regeneracao 0ssea guiada (SCHWARZ et al., 2007).

E importante ressaltar que os materiais osteocondutores ndo tem
capacidade de induzir a citodiferenciacéo de osteoblastos, mas sim conduzindo
e orientando novas células originadas por proliferacdo das osteoprogenitoras,
provenientes das margens dos defeitos, a promoverem a neoformacéo de tecido
0sseo (COOK et al., 1996).

Dentre as vantagens relacionadas aos materiais aloplasticos, podem-se
destacar a disponibilidade comercial em grande quantidade, facilidade de
manipulacdo, além da possibilidade de uma integracao fisica e/ou quimica no
meio inserido (SANTOS, 2002).

2.3. Compésitos

Os compositos sdo uma associacao de materiais para uma finalidade comum,
buscando otimizacdo de propriedades e tém sido usados no estimulo da
formacao de tecido 6sseo e osteointegracdo (LEGEROS, 2008). A regeneracao
do tecido ésseo feita por compdsitos ceramicos mostrou-se como uma excelente
alternativa em técnicas terapéuticas recentes. Além disso, o desenvolvimento de
compoésitos artificiais para reconstrucdo 6ssea oferece diversas vantagens
distintas para estudos com células (ARINZEH et al., 2005; UEMURA et al., 2003).

Estes compdsitos devem possuir unidades moleculares que possibilitem
modificacdes e taxa controlada de biodegradacao, ndo desenvolver toxicidade
topica ou sistémica, possuir propriedades para promover ou inibir interacao
célula-matriz e célula-célula, apresentar respostas imunes a inflamacéo. Além
disso, deve ser um material de facil producéo, purificagdo ou aquisicdo e
apresentar compatibilidade com substancias quimicas e solu¢gbes aguosas em
condicdes fisiolégicas (HOLMES, 1986).

Os compdsitos devem ainda ser osteocondutores, promotores e integradores
no que se refere a capacidade do enxerto conduzir o desenvolvimento de novo

tecido 6sseo através de sua matriz de suporte, requerendo a presenca de tecido
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0sseo pré-existente como fonte de células osteoprogenitoras. Este compdsito
deve ser gradativamente reabsorvido e simultaneamente substituido pelo tecido
0sseo neoformado. (SICCA et al., 1990).

Considerado de forma integrada, tanto sob o aspecto da engenharia de
materiais quanto ao tipo de tecido e reparo necessério, 0 primeiro passo para a
reconstrucdo de um 6rgado ou tecido visa a selecdo do suporte para as células.
A selecéo leva em consideracdo tanto o tipo e o local da lesdo, como a sua
extensdo (BARBANTI, 2005). Esta estratégia permite que as células fagcam
adesao ao suporte, proliferem e secretem matriz extracelular especifica do tecido
0sseo, até obter-se um substituto artificial com caracteristicas morfo-funcionais
do tecido original, que pode finalmente ser transplantado para tratar o defeito em
causa. Para que uma estratégia deste tipo seja bem-sucedida, pelo menos trés
componentes fundamentais devem ser cuidadosamente estudados: o material
de suporte (compasito), as células e o sistema de cultura in vitro (HUTMACHER,
2000). Ainda, a estabilidade e degradabilidade de compdsitos nos fluidos
corporais sdo aspectos importantes do comportamento de materiais para
aplicacdes em Engenharia de Tecidos (PEREIRA et al., 2005).

Quando células O6sseas se aderem a um substrato soélido, o seu
comportamento e funcdo dependem das propriedades do biomaterial. As
caracteristicas superficiais e topografia, a superficie quimica e tratamento, bem
como as caracteristicas de degradacdo do biomaterial afetam a viabilidade
celular, adesao e expanséo, mas também influenciam a adsorcédo de moléculas
biolégicas secretadas das células 6sseas que podem formar uma matriz
extracelular que, por sua vez, ativam receptores da superficie celular e proteinas
intracelulares envolvidas na transducgéo de sinais. Outro aspecto importante da
implicagdo da interface célula-biomaterial na mecanotransducdo 60ssea é a
capacidade do biomaterial para adsorver biomoléculas secretadas pelas células
osseas ou de ser modificado de forma que estas biomoléculas fardo parte da
superficie do biomaterial (SIKAVITSAS,2001).
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2.4. Biomateriais

Os biomateriais sdo substancias de origem natural ou sintética que séo
utilizadas, de forma transitoria ou permanente, como um todo ou parte de um
sistema que trata, restaura ou substitui algum tecido, 6rgdo ou funcéo do corpo
humano (GALETTI, et al., 1982). Atualmente, o uso de biomateriais tem se
tornado uma pratica bastante empregada em diversas especialidades médicas
e varios fatores tém incentivado o desenvolvimento de novos materiais com
propriedades mais aprimoradas e adequadas a aplicacdo do implante e que
executem sua funcdo com éxito pelo periodo de tempo desejado. Dentre esses
fatores, podem ser citadas a necessidade de se reduzir o nimero de cirurgias de
revisao destinadas a substituir implantes danificados, o aumento da expectativa
de vida da populacdo e o aumento do nimero de acidentes traumaticos que
implicam na substituicdo total ou parcial de tecidos.

Existem diversos tipos de dispositivos que podem ser classificados em:
bioinertes; biodegradaveis e n&o biodegradaveis; dispositivos injetaveis;
bioadesivos e compdsitos, dependendo do material envolvido na sua concepcao.
Os materiais bioabsorviveis sdo projetados para, apos certo periodo de tempo
em contato com o tecido vivo, serem consumidos lentamente pelo organismo,
dando lugar ao tecido recuperado. Os materiais bioativos permitem uma
resposta bioldgica especifica na interface com o tecido vivo, possibilitando a
formacéo de uma ligacdo de natureza quimica entre o tecido e o proprio material.
Neste caso, o tecido € capaz de interagir intimamente com o material,
depositando-se diretamente sobre a superficie do mesmo sem a intervenc¢éo da
camada de tecido fiboroso (MEDLICOTT et al., 1994).

Um biomaterial ideal deveria induzir uma rapida, previsivel e controlada
cicatrizacéo dos tecidos hospedeiros (OLIVEIRA, 2004). Os biomateriais podem
ser usados para implantacdo permanente no corpo humano ou como um suporte
temporéario de células e tecidos. Em ambos os casos, a superficie desses
materiais deve prover sinais quimicos e fisicos que guiem a diferenciacao e
agrupamento de células para formarem os novos tecidos (DIENER, 2005).
Segundo Tengvall e Lundstrom (1992) alguns pré-requisitos sao desejaveis para
gque um biomaterial seja aplicado em tecidos duros (0ssos e dentes) e moles

(tecido conjuntivo e epitelial) como:
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e Biocompatibilidade, que significa uma menor toxicidade intrinseca do
material, baixa reatividade com macromoléculas, inducdo de resposta
inflamatoria ao longo do tempo e imunogenicidade;

e Biofuncionalidade, por exemplo, mecanica, que € diferente para 0sso,
tecido mole ou proteses vasculares;

e Textura de superficie compativel com a adeséao celular;

e Resisténcia a corrosao, para manter as propriedades mecanicas e impedir
a degradacéo do material frente aos fluidos corporais, se for o objetivo do
biomaterial;

e Bioadesividade, quimica, eletrostatica e mecanica, com o intuito de
promover uma ligacdo entre a oOrtese e o tecido adjacente, combinando
um periodo apropriado de cicatrizagdo, evitando uma encapsulacao
fibrosa do implante;

e Prevenir uma adesao bacteriana e/ou facilitar sua morte;

e Baixo custo e facilidade no processamento também séo desejaveis.

O critério de selecdo de biomateriais € baseado principalmente na aplicacdo
a que se destinam. Em indica¢Bes ortopédicas e odontoldgicas, os materiais sdo
componentes de implantes estruturais ou sdo usados para reparar defeitos
0sseos. A escolha de um material para ser utilizado como biomaterial passa,
necessariamente, pela analise de um conjunto de requisitos. Assim, um material
apto a ingressar na classe de biomateriais deve apresentar biocompatibilidade e
biofuncionalidade (PRADO DA SILVA, 1999; ELGALI, 2017).

2.4.1. Bioceramicas de Fosfato de Calcio

Dentre esses materiais, as ceramicas de fosfato de calcio apresentam
propriedades biocompativeis e bioativas, aléem de apresentarem uma
constituicdo quimica inorganica semelhante a do osso natural, tornando-as
substitutos 6sseos promissores nos campos ortopédico e maxilofacial (FELLAH
et al., 2007). As maiores diferencas entre elas sdo devidas a algumas

propriedades, tais como a proporcéo calcio/fosfato, cristalinidade, temperatura
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de sinterizacdo e outras caracteristicas fisicas. A hidroxiapatita (HA)
[Ca10(PO4)s(OH)2] e o beta-tricalcio fosfato (B-TCP) [Ca3(POa4)2] sdo ceramicas
fosfato de calcio largamente utilizadas. Estes biomateriais sdo atoxicos e
apresentam Otima atividade osteocondutiva se difereciando ndo apenas na
composicdo, mas também na taxa de degradacdo de suas particulas. As
ceramicas B-TCP (Figura 01) sdo constituidas praticamente de calcio e fosfato e
suas particulas sdo mais rapidamente reabsorvidas que as de hidroxiapatita, as
quais podem permanecer por VAarios anos em meio ao 0sso neoformado
(MANJUBALA et al., 2002; DACULSI et al.,, 2003). Diferentes estudos tém
mostrado que a utilizagdo de ceramicas B-TCP em fase pura possibilita a
preservacao das dimensdes dos alvéolos pds-exodontias, através da dissolucao
gradativa e completa de suas particulas com concomitante substituicdo por
tecido 6sseo neoformado (TRISI et al., 2003; ARTZI et al.,, 2004; ELIAZ e
METOKI, 2017).

Os biomateriais utilizados para preenchimento de alvéolos dentarios
apresentam propriedade de osteoconducao, ou seja, funcionam como substrato
para a implantacao de osteoblastos e deposicdo de matriz 6ssea, permitindo a
formacdo de trabéculas 6sseas em meio as particulas do material (BALLA et al.,
1991). O processo de neoformacdo Ossea se inicia na periferia da area de
enxerto, através da diferenciacdo de células mesenquimais indiferenciadas em
osteoblastos e sua migracdo em direcdo ao biomaterial. As particulas dos
biomateriais podem ser dissolvidas pela acdo de macrofagos através de
fagocitose e reducdo do pH nos fagolisossomos. Os ions calcio e fosfato
liberados do biomaterial estimulam a nucleacdo secundéria de hidroxiapatita
favorecendo a mineralizacdo da matriz 6ssea (ORLI et al., 1989). Assim, o tecido
0sseo é formado e sofre processo de remodelacdo com participacdo de
osteoblastos e osteoclastos.

Diversos estudos tém avaliado clinica e histologicamente os efeitos da
implantagéo de cerémicas de fosfato de calcio em diferentes sitios anatémicos.

Embora a velocidade de neoformacéo 6ssea possa ser influenciada com a
utilizacdo de biomateriais para preenchimento, clinicamente, varios trabalhos
mostram que o uso destes ou de membranas oclusivas em alvéolos frescos tém
resultado em menores perdas teciduais nos sentidos &pico-coronarios e

vestibulo-linguais dos processos alveolares, quando comparados a controles
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onde ndo foram realizadas quaisquer das técnicas regenerativas ( IASELLA et
al., 2003; SERINO et al., 2003). Por outro lado, alguns autores nao verificaram
diferencas clinicas significativas quando comparados a alvéolos ou defeitos
0sseos preenchidos com codgulo sanguineo apenas (CAMARGO et al., 2000;
TRISI et al., 2003; ZUBILLAGA et al., 2003). Além disso, exames histoldgicos de
amostras de alvéolos frescos preenchidos com biomateriais mostraram, com
freqiéncia, remanescentes residuais de ceramica nao degradados ou
reabsorvidos, mesmo apos longos periodos de implantacdo (NORTON et al.,
2003; FROUM et al., 2004; THOMPSON et al., 2006; ARTZI et al., 2000; FROUM
et al., 2002; CARMAGNOLA et al., 2003).

Com o objetivo de se obter um melhor arcabouco para o ganho de volume
0sseo e consequentemente, um melhor desempenho do que a hidroxiapatita
(HA) e o B-TCP isolados, foram desenvolvidas ceramicas de fosfato de célcio
bifasico (BCP), que consistem de uma mistura de HA e B-TCP (LEGEROS et al.
2003; DACULSI et al. 2003; MANJUBALA et al., 2002). O conceito da BCP é
baseado no 6timo equilibrio entre a fase mais estavel (HA) e a mais soluvel (B-
TCP).

A formacao Ossea pode acontecer diretamente a superficie do material,
obtendo-se uma forte adeséo ao tecido 6sseo. Por outro lado, a osteoinducao &
considerada como uma propriedade dos materiais que induzem a formagéo de
tecido 6sseo. No passado, essa propriedade foi descrita somente com relacdo a
materiais que continham fatores proteicos osteoindutivos, como as proteinas
morfogenéticas (BMPs). Em principio, qualguer material ceramico que €
suficientemente biocompativel e biodegradavel pode ser usado como um
implante em tecido vivo. O material ceramico é capaz de prover uma superficie
de fosfato de calcio, in vitro ou in vivo, apresentando essa estrutura de superficie
especifica. E desejavel que o material cerdmico seja capaz de adsorver os
agentes biologicamente ativos, como fatores de crescimento, BMP’s, etc., in vitro
ou in vivo. Exemplos de materiais ceramicos incluem fosfato de célcio, biovidros
e materiais que contém calcio, fosfato e/ou biovidros. (RIPAMONTI; DUNEAS,
1996).

Entretanto, as hidroxiapatitas apresentam algumas limitagbes, como: 1)
limitada capacidade de suportar carga de tor¢céo; 2) a pouco adequada tolerancia

de corte; e 3) uma reabsorcdo minima quando as hidroxiapatitas puras,
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policristalinas sdo usadas. Por essas razdes, 0 seu uso em regides esqueléticas
submetidas a altos esforcos é limitadas, o que ja ndo acontece da mesma forma
com as octacélcio fosfato bifasicas micro/macroporosas. Com isso, tem-se uma
grande utilizacdo nos reparos e/ou reconstrucdes das perdas 6sseas em geral
em odontologia e medicina (RIPAMONTI; DUNEAS, 1996).

Figura 01 — Apresentacgao laboratorial da bioceramica de FTCP, na granulometria
de 80-100 mesh

(Fonte: Préprio autor)

2.4.2. Polimeros

2.4.2.1 Policaprolactona (PCL)

A policaprolactona (PCL) é um polimero biodegradavel, biocompativel,
hidrofébico, da classe dos poliésteres alifaticos, aprovado para utilizacdo em
humanos (COOMBES et al., 2004; SINHA et al., 2004; GENTILE et al., 2014),

que tem sido estudado como polimero para sistemas de liberacdo de farmacos,
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pois além de ndo ser toxico, possui também alta permeabilidade a vérios
farmacos. E obtido pela polimerizacdo por abertura do anel da e-caprolactona
(ROSA et al., 2002).

A PCL (Figura 02 e 03) é um polimero semicristalino, que possui
temperatura de transicao vitrea -60 °C e baixo ponto de fuséo entre 59 e 64 °C,
dependendo da natureza dos cristais do PCL. O peso molecular médio das
amostras de PCL pode variar de 10000 a 42500, sendo classificado de acordo
com o peso molecular. A PCL é solavel & temperatura ambiente em cloroférmio,
diclorometano, tetracloreto de carbono, benzeno, tolueno, ciclohexano e 2-
nitropropano; é pouco solivel em acetona, 2-butano, acetato de etil,
dimetilformamida e acetonitrila; e € insolivel em agua, alcool e éter-dietil (SINHA
et al., 2004).

Dentre os polimeros utilizados, a PCL se destaca devido a sua
biocompatibilidade, biodegradabilidade e propriedades mecanicas e por ser um
polimero semicristalino, possui degradacdo mais lenta quando comparado aos
polimeros amorfos. Desse modo, é possivel aumentar a eficacia de algumas
substancias em funcdo do aumento da concentracdo das mesmas em sitios
especificos e/ou a reducédo dos efeitos toxicos em sitios ndo especificos (DAl et
al., 2009).

A PCL é um material mais resiliente que outros polimeros, com
caracteristicas melhores para reparacdo 6ssea por manter as propriedades
fisicas da matriz por pelo menos seis meses (CIAPETTI et al., 2003; Taddei et
al., 2005). Shantz, Chim e Whiteman (2007) usaram uma matriz tridimensional
de PCL com liberagéo controlada de fator 1 derivado de células tronco (SDF-1)
para engenharia de tecidos. Teoh et al. (2007) desenvolveram uma matriz
tridimensional de arquitetura Unica para mediar uma favoravel adeséo,
proliferacéo e diferenciacao celular. A matriz bioativa de PCL-20%TCP foi usada
no tratamento de defeitos 0sseos de tamanhos criticos na mandibula de
cachorros e os resultados foram melhorados com a adicdo de PRP (plasma rico
em plaquetas) a matriz. A PCL é usada em combinag&o com outros polimeros
para a manipulacéo da taxa de liberagédo de farmacos, bem como para melhorar
sua resisténcia, habilidade e adeséo (SINHA et al., 2004).

O processo de biodegradacéo e bioreabsor¢cdo do PCL € descrito na

literatura como sendo uma sucessao de eventos. Exposto aos fluidos aquosos
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do corpo, inicialmente o material sofre hidratacdo. Com a presenca das
moléculas de agua, o processo de degradacdo da-se através da hidrdlise das
ligacbes ésteres, originando produtos na forma de oligbmeros (mondémeros)
soliveis e ndo toéxicos. A degradagdo prossegue por um pProcesso
biologicamente ativo (por enzimas) ou pela clivagem hidrolitica passiva, sendo
caracterizada pela perda de massa, diminuicdo de massa molar ponderal média
e pela perda de suas propriedades mecanicas, como a resisténcia a tracéo e a
compressédo (CIAPETTI et al., 2003).

O mecanismo da degradacao in vitro dos polimeros bioreabsorviveis tem
sido avaliado nos ultimos anos e demonstra ser um processo heterogéneo na
extensdo do material. Dentre os produtos da hidrélise das ligacdes ésteres, a
presenca de terminais acidos catalisa a reacdo de degradagdo. E o chamado
efeito autocatalitico dos PCL. O processo € homogéneo inicialmente, gerando
oligbmeros soluveis em agua em toda a extensdo do material. Os produtos
presentes na superficie da matriz sdo difundidos para o meio, entretanto, a baixa
taxa de difusdo dos produtos da reacdo no interior do material gera um acumulo
de acidos, fazendo com que estruturas densas tenham uma erosao inicial na
superficie, mas apresentando uma degradacdo mais acentuada na parte central
(SINHA et al., 2004).

Figura 02 — Representacdo da estrutura quimica da cadeia polimérica de PCL
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Figura 03 — Apresentacdo laboratorial, do aspecto macroscopico da

Policaprolactona — PCL

(Fonte: Préprio autor)

2.4.2.2 Poli (Acido latico co glicélico) PLGA

E um co-polimero derivado do &cido latico e glicdlico (PLGA), e é
sintetizado por uma reacdo de condensacao, através da abertura do anel dos
dimeros ciclicos. A polimerizacdo geralmente ocorre por um periodo de duas a
seis horas, sob temperatura em torno de 175°C, utilizando, como catalizador,
principalmente, o cloreto estanoso. E considerado um bom material para
aplicacdes biomédicas por sua biocompatibilidade, boa taxa de biodegradacao
e propriedades de superficie que permitem sua associacao e interacao biol6gica
com tecidos e outros materiais (GENTILE et al., 2014; LANAO et al., 2013).

Pode-se dizer que quanto maior a proporcdo de &cido latico no PLGA,
maior a hidrofobicidade do copolimero e menor serda a velocidade de
degradacéo. A biodegradacao desse polimero ocorre por erosao, por meio de
clivagem da cadeia polimérica por hidrolise, liberando o acido latico e glicélico.
Estes acidos, por serem metabdlitos naturais do organismo, séo incorporados ao
ciclo de Krebs e eliminados na forma de gas carbénico e agua (JALIL et al.,
1990).
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Varios fatores contribuem no tempo de degradacgéo dos poliésteres, entre
eles o tamanho e a forma do dispositivo, a cristalinidade e a massa molar do
polimero (JALIL et al., 1990).

Alguns produtos e processos foram desenvolvidos, com o intuito de se
obter sistemas de liberacdo controlada, objetivando controlar a cinética de
liberacdo do farmaco, mantendo seu nivel terapéutico por um periodo de tempo
maior, e também dirigir sua acdo a um local especifico. Os polimeros
biodegradaveis sdo amplamente empregados como sistemas de liberacdo
controlada de farmacos. Tais caracteristicas poderiam levar a uma reducao de
efeitos adversos e toxicos, além da reducdo do numero de administracoes e
maior adesdo do paciente ao tratamento (LIMA et al., 1999). Alguns estudos
mostram, inclusive a eficiéncia do uso do PLGA (Figura 04 e 05) como fator
encapsulador de moléculas para sua disponibilizacdo no tecido 6sseo de forma
controlada, através do seu tempo de biodegradacao (QIAO et al., 2015).

Blendas poliméricas sdo preparadas com o objetivo de controlar,
principalmente, a taxa de degradacéo dos polimeros. Blendas poliméricas séo a
mistura de dois ou mais tipos de polimeros onde as propriedades fisicas e
mecanicas sdo melhoradas quando comparadas com o0s polimeros puros
isolados. Neste contexto, foi preparada a blenda PLGA:PCL na razao
estequiométrica 1:1 p:p para este estudo (CURRAN et al., 2008; LAO et al., 2008;
LUCCHESI et al., 2010).

Figura 04 — Representacdo da estrutura quimica da cadeia polimérica de Poli
(Acido latico co-glicolico) - PLGA
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Figura 05 — Apresentac&o laboratorial do aspecto macroscépico do Poli (Acido

latico co-glicolico) — PLGA

(Fonte: Proéprio autor)

2.4.3. Compasito (Bioceramica e Polimeros)

Apesar das propriedades de biocompatibilidade e bioatividade de algumas
ceramicas, suas aplicacbes como matrizes para o crescimento 0sseo sao
limitadas por possuirem baixa tenacidade, ou seja, baixa capacidade de
deformacédo plastica. Uma forma de melhorar as propriedades mecéanicas de
ceramicas e vidros é aumentar a tenacidade através da sua combinacao com
polimeros biodegradéveis, formando um compdésito. Agregando as propriedades
biolégicas das ceramicas com as propriedades mecanicas dos polimeros,
compoésitos tém sido desenvolvidos, na busca de uma matriz ideal. Varios
trabalhos mostram a bioatividade das matrizes em bases poliméricas e
bioceramicas (CIAPETTI et al., 2003; KIM; KNOWLES; KIM, 2004; PATARO et
al., 2007).

A associagao entre uma bioceramica e polimeros biodegradaveis tem sido
proposta como opcao para ortopedia e recentes estudos realizados com estes
biomateriais tém apontado seu enorme potencial para o uso em defeitos 6sseos,

promovendo a osteogénese ou neoformacdo 0ssea, e facilitando sua reposicéo
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(PATARO et al., 2007; LEE et al.,, 2016). Os compositos obtidos a partir de
bioceramicas e polimeros melhoraram as propriedades fisicas dos dois materiais
isoladamente, especialmente pelas caracteristicas termoplasticas do polimero,
diminuindo a fragilidade da ceramica e permitindo sua utilizagdo na pratica clinica
(PATARO et al., 2007; SHIM et al., 2013; SHI et al., 2018)

A associacdo de ceramicas de fostato de célcio com blendas poliméricas
tem como finalidade oferecer uma estrutura mineral que disponibilize Célcio (Ca)
e Fésforo (P) para a neoformacéo 0ssea, e ainda de neutralizar os subprodutos
acidos da degradacdo polimérica. A hidroxiapatita (HA) quando presente na
estrutura do compdsito apresenta caracteristicas osteocondutoras (CIAPETTI et
al. 2003).

A associacado de farmacos aos polimeros também tem sido proposta com
0 objetivo de otimizar a resposta biolégica das células. Pataro et al. (2007),
trabalharam com polimeros sintéticos associados com ceramicas de fosfato de
calcio PLA/BCP e PLGA/BCP numa razao 1:3, incorporando tetraciclina a estes.
Um ponto negativo foi a rapida degradacéo do compésito PLGA/BCP. Trajano et
al. (2012), na tentativa de superar a rapida degradacdo do compadsito com PLGA,
optou por preparar um compésito com PCL/BCP (1:4 p:p) com incorporagao de
doxiciclina, num composto de inclusdo com B-Ciclodextrina, e analisaram a
viabilidade e proliferacdo, producdo de fosfatase alcalina e colageno de
osteoblastos. Os autores observaram que as células cultivadas com o compoésito
PCL/BCP/Dox — BCD apresentaram uma maior viabilidade e proliferacédo, além
de maior producao de fosfatase alcalina e colageno comparando ao controle de
células sem tratamento.

Muitos compasitos de polimero com BCP podem ser usados para conferir
diferentes  caracteristicas e controlar suas propriedades como:
biocompatibilidade; absor¢cdo de agua para expor superficies ou tecidos a
liberagdo de farmacos tais como antibioticos, antiinflamatorios, hormonios e
fatores de crescimento de tecidos; porcentagem de degradacéo e propriedades
mecanicas, fazendo destes materiais desejaveis para aplicacdo médica (REIS et
al., 2007). O compdsito polimérico e bioceramico biodegradavel atuam como
arcaboucos microscopicos que para a proliferacdo das células Osseas,
facilitando a migracédo, adeséo de diferenciacdo de células precursoras (Black,

1991). Kim, Knowles e Kim, (2004) estudaram compositos formados por PCL em
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uma matriz ceramica de hidroxiapatita e tetraciclina (TC) em diferentes
proporcdes de ceramica, polimero e farmaco. Eles constataram que a cinética
de liberacdo e as propriedades mecanicas sao dependentes da razdo entre 0s
constituintes do compdsito.

De acordo com estudos mais recentes, como o de Hwang et al. (2017) o
composito formado por bioceramica e polimeros (Figura 06) se mostrou mais
eficiente na manutencéo tridimensional dos defeitos 6sseos em defeitos criados
em modelo animal, quando comparados apenas ao uso da bioceramica, sendo

considerado uma boa alternativa no uso para o reparo desse tipo defeito.

Figura 06 — Fotografia do aspecto macroscopico do biomaterial formado por
BTCP/PCL/PLGA

(Fonte: Proprio autor).

2.4.4. Doxiciclina (DOX)

Farmaco do grupo das tetraciclinas, a doxiciclina (DOX) (Figura 07) € um
farmaco de propriedades bacteriostaticas, inibe a sintese proteica bacteriana,
possui largo espectro e apresenta-se eficaz contra Gram-positivos e Gram-
negativos, cocos, aerébios e anaerdbios e possui a capacidade de interagir com
tecidos dentarios (GOLUB et al., 1994).

Demonstrou-se, também, que a DOX aplicada localmente, onde se

observa efeitos sistémicos minimos, apresentou efeitos benéficos sobre a
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osteogénese em caes submetidos a lesdo éssea induzida mecanicamente e
reduziu a producéo de colagenase por osteoblastos e osteoclastos apos cirurgia
dental. Ratificando outros estudos, demonstrou-se que séo capazes de reduzir
a perda 0ssea inflamatoria e que esse efeito ndo esté relacionado a sua atividade
antimicrobiana, evitando, desta forma, o risco do surgimento de resisténcia
bacteriana e minimizando os efeitos colaterais gastrintestinais geralmente
associados com a administracao prolongada de DOX. Além disso, a DOX pode
inibir a degradacao da cartilagem de forma que pode ser util no tratamento da
osteoartrite, forma comum de artrite associada com dor e incapacidade devido a
degradacédo da cartilagem (BEZERRA et al., 2002).

Antibioticos de tetraciclina, incluindo DOX, tém sido utilizados para tratar
doencas de reabsorgéo 6ssea, em parte por causa de sua atividade para suprimir
osteoclastogénese induzida pelo receptor ativador do fator nuclear Kappa B
ligante (RANKL). Estudos anteriores relataram que a DOX é capaz de diminuir a
perda 6ssea e aumentar a formacéo de osso (WILLIAMS et al., 1996).

E fundamentalmente bacteriostatica e acredita-se que ela exerca agio
antimicrobiana pela inibicdo da sintese proteica. Age no metabolismo de
bactérias impedindo sua nutricdo, suscetibilidade adequada ao farmaco,
desenvolvimento e reproducdo. Sugere-se, ainda, acdo na membrana
citoplasmatica bacteriana. Sua propriedade lipossoluvel facilita-lhe a difuséao
através da membrana celular dos microrganismos susceptiveis, permitindo que
ela se ligue a subunidade 30S do ribossomo, inibindo a formac&o do complexo
t-RNA-aminoacil-RNAmribossomo e impedindo, consequentemente, a
translacdo bacteriana. A DOX é ativa contra uma ampla variedade de
microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos. E indicada em infeccbes
causadas principalmente por microrganismos: Rickettsia, Mycoplasma
pneumoniae, Chlamydia trachomatis, Plasmodium falciparum, Campylobacter e
outros, muitos destes componentes da classe causadora das doencas
periodontais. (TOLEDO et al., 2007).

A doxiciclina, isdbmero estrutural da tetraciclina, vem sendo continuamente
estudada, muito pelo seu conhecido efeito antibacteriano, anti-inflamatorio, anti-
colagénico. Esses efeitos, sdo comprovados em odontologia, por exemplo para
o tratamento de periodontite e, mais recentemente, peri-implantite. Além disso,

estudos recentes tém mostrado efetiva atividade osteogénica e anti-
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osteoclastogénica, caracteristica esta que a torna favoravel para o uso em
procedimentos 6sseos reconstrutivos (KINUGAWA et al., 2012; UDAGAWA et
al., 2013; YAGAN et al., 2014).

Tetraciclinas tem sido investigadas extensivamente por décadas, para sua
atividade antibiética, anti-inflamatéria além do seu efeito na inibicdo de enzimas
que degradam o colageno, responsaveis pela perda de tecido conjuntivo e
reabsorcdo 6ssea (RAMAMURTHY et al., 1974, PLEWIG et al., 1975, GOLUB et
al., 1996). A Doxiciclina (DOX) tem sido usada como possivel terapia para
regeneracao 6ssea (GOLUB et al., 2008), sendo reportada como tendo efeitos
positivos para tal processo de reparo. A Doxiciclina estimula a osteogénese e a
apoptose de osteoclastos, além de inibir a reabsorcdo 6ssea inflamatoria e a
osteoclastogénese (BETTANY et al., 2000, BEZERRA et al., 2002). Porém, além
de ter o tempo de % vida encurtado, se usada localmente de forma isolada é
rapidamente metabolizada, exercendo por muito pouco tempo seu efeito no sitio
operatorio, dai a razdo de sua associacdo com outros materiais para a criacdo
de um sistema de liberacao controlada do farmaco.

A Doxiciclina, portanto, € um antibiético com eficacia clinica documentada
para o tratamento de infec¢Bes Osseas. Além disso, a DOX tem sido reportada
como fator que melhora os processos de regeneracao do tecido 6sseo. (DASHTI
et al., 2010, LEE et al., 2004).

Figura 07 — Representacdo da estrutura molecular da Doxiciclina (DOX)
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2.5. Sistema de Liberacdo de Farmacos

A tecnologia de liberagdo controlada de farmacos representa uma das
fronteiras da ciéncia, a qual envolve diferentes aspectos multidisciplinares e
pode contribuir muito para o avanco da saude humana. Sistema de liberacao
lenta, tardia ou retardada € um sistema onde o farmaco libera-se de forma
mediata e com um tempo pré-fixado. Quando um farmaco € aplicado neste tipo
de sistema, 0s niveis sanguineos se mantém dentro da faixa terapéutica durante
um intervalo de tempo maior, assim é mais eficaz do que as formas
convencionais (Figura 08). O nivel de efeito descreve um platé ao longo do
tempo na dose terapéutica que diminui lentamente. Os implantes representam
0os SLFs destinados a insercdo em tecidos ou 6rgaos. Entre os anos 60 e 80,
foram desenvolvidos os primeiros sistemas implantaveis para liberacdo de
farmacos.

Os sistemas de liberagéo, frequentemente descritos como “drug delivery
systems”, oferecem inumeras vantagens quando comparados a outros de
dosagem convencional (LANGER, 1990; MIRTH, 1987):

1 - Possibilita o controle e monitoramento dos niveis de farmaco no sitio de
aplicacao;

2 - Meio util de liberar na cavidade oral um farmaco que nao € absorvido no
sistema gastrintestinal (por exemplo, clorexidina);

3 - Possibilita a obtencdo de altas concentracées de farmaco no local a ser
tratado até 100 vezes maiores, quando comparadas com 0s niveis plasmaticos
apos a administracao sistémica;

4 - Pode mascarar o sabor e odor desagradavel de determinados farmacos e
evitar o aparecimento de manchas nos dentes;

5 - Uso de agentes antimicrobianos que nao permitem o0 uso sistémico;

6 - Reduz o risco de resisténcia bacteriana em outras areas do corpo;

7 - Maior eficacia terapéutica, com liberacao progressiva e controlada do farmaco

em concentracdes terapéuticas a partir da degradagédo da matriz;

8 - Diminuicdo significativa da toxicidade e maior tempo de permanéncia na

circulacao;
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9 - Natureza e composi¢do dos veiculos variada e ndo ha predominio de
mecanismos de instabilidade e decomposicdo do farmaco (bio-inativacédo
prematura);

10 - Administracdo segura (sem reacdes inflamatérias locais) e conveniente
(menor numero de doses);

11 - Direcionamento a alvos especificos, sem imobilizacdo significativa das
espécies bioativas;

12 - Tanto substancias hidrofilicas quanto lipofilicas podem ser incorporadas;
13 - Quando sdo usadas as matrizes biodegradaveis para a liberacdo de
farmacos, eliminam a necessidade de retirar o dispositivo de liberacéo;

14 - Maior adeséao do paciente ao tratamento.

Desde que cada farmaco possua uma faixa de agao terapéutica acima da
qual ela é toxica e abaixo da qual ela é ineficaz, os niveis plasmaticos sdo
dependentes das dosagens administradas. Este fato é problemético se a dose
efetiva estiver préxima a dose téxica. Os SLFs tém o objetivo de prolongar e
melhorar o controle da administracdo de farmacos, liberar a quantidade
suficiente de farmaco no sitio alvo e manter a concentracdo do farmaco entre
estes dois niveis por um tempo prolongado necessario para ser eficiente e
preciso, utilizando-se de uma uUnica dosagem (GHANDEHARI; FARREL, 2011).
Para desenvolver diferentes formas de dosagem, materiais carreadores tém sido
utilizados visando a protecdo do principio ativo e evitar a decomposi¢cdo ou
dissolucdo das moléculas de antibiéticos e impedir efeitos indesejaveis das
formulacoes.

Ao longo da fase de desenvolvimento de produtos nanotecnolégicos é
indicado empregar o procedimento de liberacdo in vitro para selecionar
excipientes para as formulacdes, proporcionando uma atividade terapéutica
adequada. Pode-se considerar que os estudos de liberagao proporcionam dados
valiosos sobre as particularidades estruturais do veiculo e a capacidade deste
em liberar os farmacos (SATO et al., 2007).

Assim como a liberacdo imediata, a liberacdo sustentada tem sido
relatada para descrever o comportamento dos sistemas nanoestrutrados. No
caso dos produtos de aplicacdo tépica, ambas as caracteristicas sao
interessantes: a liberacéo imediata pode ser util para melhorar a penetragéao de

uma substancia e a liberacdo sustentada é importante para substancias ativas
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potencialmente irritantes em concentragoes elevadas ou que devam suprir a pele
por um periodo prolongado de tempo. A liberacdo do farmaco depende da
dessorcédo do farmaco da superficie das particulas, da difusdo do ativo através
da matriz, da difusdo através da parede polimérica, da erosdo da matriz
polimérica ou da combinagcdo dos processos de difusdo e erosdo (JENNING,
2000).

E consenso na literatura atual, que ainda hoje a enxertia de 0sso autdgeno
continua sendo a melhor solucao para a reabilitacdo de defeitos 6sseos, porém
com importantes limitagdes, também consensuais. Alternativamente, de acordo
com alguns trabalhos, sistemas de entrega local de drogas, associados a
biomateriais osteocondutivos tem sido estudado afim de se tornar importantes
opcOes e/ou alternativas para os enxertos autdgenos, corroborando com a
proposta do presente estudo (MARTIN E BETTENCOURT, 2018; STRUB et al.,
2018). O processo de reparo 6sseo e o efeito de farmacos que modulam os
fendbmenos constituintes desse evento tem sido extensivamente estudado. Estas
pesquisas proporcionaram alternativas medicamentosas no favorecimento do
processo de reparo 6sseo tecidual ap6s a perda dentaria. As acdes anti-
inflamatorias (GRIFFIN et al., 2010), anticolagenoliticas (GU et al., 2010;
FARHAD et al., 2013; KUDALKAR et al., 2014) e neoformadora Ossea
(SHAHABOOEI et al., 2015) ja séo reconhecidas em DOX.
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Figura 08 — Esquema comparativo entre o sistema de administracdo tradicional

de farmacos e o sistema de liberacdo controlada
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2.5.1. Sistema de encapsulamento de drogas

A inclusdo molecular € um método para melhorar as propriedades de um
farmaco ja existente, com o objetivo de diminuir os efeitos colaterais, diminuir a
concentracdo do medicamento e diminuir o niumero de aplicacbes de um
determinado arsenal terapéutico e, dessa forma, obter maior adeséo do paciente
(RAJEWSKI; STELLA, 1996). Os principais sistemas transportadores usados
para preparar estes sistemas sdo: as macromoléculas (albumina, anticorpos
monoclonais, ciclodextrinas, dextrano, glicoproteinas), as células (eritrécitos,
linfécitos) e as vesiculares (liposomas, nanocapsulas, nanoesferas, sistemas de
emulsdo multiplos) (LANGER; PEPPAS, 2003).

Particularmente, a ciéncia e a tecnologia do encapsulamento constituem
um dos exemplos de como a aplicacdo de uma técnica em determinado campo
pode ser estendida a outros (FILHO, 2011). A encapsulacéo é bastante utilizada
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nas industrias alimenticia, téxtil, farmacéutica e cosmética por permitir a protecédo
de substancias labeis e volateis, o controle da liberacdo do farmaco, contribuindo
para a melhoria na biodisponibilidade e reducéo da dose terapéutica e toxicidade
(RAMBHIA E MA, 2016)

Uma alternativa para mascarar propriedades fisico-quimicas, melhorar a
interacdo farmaco/membrana e facilitar a absorcéo é fazer uso de polimeros para
encapsulacdo de farmacos. A adsorcdo de polimeros aos farmacos é um
fendmeno importante, pois pode alterar sua hidrofobicidade, facilitando sua
redispersdo em &agua, além de alterar o direcionamento a alvos especificos do
organismo. Além disso, as ciclodextrinas podem ser empregadas em SLFs
(CORTES, 1999).

Alguns estudos ja demonstram a efetividade dos sistemas de liberagéo
controlada de drogas, para uso local em tecido 6sseo, inclusive com agentes
antimicrobianos, evidenciando a importancia da manutencdo do farmaco em
disponibilidade local por mais tempo. Séo citados como eficazes os sistemas de
encapsulamento compostos por bioceramicas, vidros bioativos e polimeros,
além dos compdsitos quando da associacdo destes. Para o carreamento de
agentes antimicrobianos, como por exemplo as gentamicinas e as tetraciclinas,
sdo citados como mais eficazes agentes encapsuladores as bioceramicas de
célcio fosfato, os polimeros e a B-ciclodextrina (MOURINO E BOCCACINI, 2009;
RAMBHIA E MA, 2016).

2.5.2. Ciclodextrinas

As ciclodextrinas (CD’s) séo oligossacarideos ciclicos compostos de
unidades de dextroses (glicoses) com formato cone truncado. Estruturalmente
(Figura 09), as CD's apresentam duas regides distintas: uma cavidade
hidrofobica e a parte externa hidrofilica devido a presenca das hidroxilas livres
na parte externa das CD's. Esse arranjo estrutural das moléculas de glicose nas
CD's possibilita a utilizacdo desses compostos como hospedeiros na formacao
de compostos de inclusdo. A presenca de uma cavidade hidrofébica e de grupos

hidroxilas livres na parte externa da molécula permite a "dissolu¢cao” em meio
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aquoso de compostos (héspedes) de baixa solubilidade. Esse aspecto molecular
tem possibilitado a utilizacéo de ciclodextrinas em diferentes areas da ciéncia e
tecnologia, sendo o principal dominio de aplicacédo a industria farmacéutica, em
funcdo da possibilidade de obtencdo de novos farmacos com propriedades
fisicas e quimicas diferentes.

As CD's naturais sao: a, B e y. Tém vinte e um grupos hidroxila e todos
esses grupos podem ser considerados pontos iniciais para modificacdes
estruturais, e varios grupos funcionais tém sido introduzidos em sua estrutura.
Seus derivados sintéticos, como a hidroxipropil-3-ciclodextrina estdo sendo
estudados pela sua capacidade de formar compostos de inclusdo com moléculas
alojadas em sua estrutura (Figura 10) (UEKAMA; HIRAYAMA; IRIE, 1998; YUE
et al., 2004). O encapsulamento de uma substancia nestas moléculas pode levar
a mudanca em propriedades da substancia em questdo: solubilidade, taxa de
dissolucéo, estabilidade e biodisponibilidade (HIRAYAMA et al., 2002).

Tomando por base o diametro de sua cavidade, a a-ciclodextrina tem um
didmetro pequeno para que possa incluir a maior parte dos principios ativos, ao
passo que a (B-ciclodextrina e, melhor ainda, a gama-ciclodextrina sirvam a este
propésito, uma vez que possuem cavidade de maior diametro quando
comparadas a a-ciclodextrina. Em relacdo a solubilidade em agua, a menos
soluvel é a B-ciclodextrina. A gama-ciclodextrina seria a mais interessante para
0 uso farmacéutico, mas seu alto custo torna dificil sua utilizacdo em escala
industrial. (SZEJTLI, 1988; MASSON et al., 1998; LOFTSSON; MASSON, 2001).

As principais vantagens do uso das CD's sdo: estrutura quimica bem
definida, com locais de modificacdo ou conjugacdo quimica; a disponibilidade
das CD's em diferentes tamanhos; sdo indcuas; possuem atividade
farmacoldgica; aumento da solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade das
moléculas héspedes (farmacos); correcdo do odor e sabor desagradaveis do
farmaco; reducdo da acéo irritante do farmaco sobre as mucosas gastrica e
intestinal, de efeitos adversos e de interacbes medicamentosas; a capacidade
de formar compostos de incluséo, isto quer dizer, moléculas que resultam da
soma de dois compostos, um dos quais (a molécula héspede) esta situado na
cavidade da molécula sem significantemente modificar sua estrutura (RICCI;
MARCHETTI, 2006).
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As CD's podem formar complexos de inclusdo com uma variedade notavel
de espécies idnicas e moleculares, dentre as quais muitos principios ativos de
importancia fundamental na area farmacéutica. Os complexos de CD's por
possuirem uma estrutura cristalina protegem a molécula hospede, prevenindo a
degradacdo natural dos principios ativos e intensificando os seus efeitos. Estes
complexos de inclusdo apresentam propriedades novas e/ou melhoramento das
ja existentes (UEKAMA; HIRAYAMA; IRIE, 1998; SZEJTLI, 1988). Outra
caracteristica que as tornam extremamente interessantes € que elas podem
formar um SLF e melhorar a liberacdo do farmaco (BORGMAN, 1986; Cortés,
1999). Ao encapsular temporariamente os principios ativos, as CD's permitem a
“liberagao controlada” de seu conteudo, desta forma contribuindo para a melhora

da biodisponibilidade.

Figura 09 — Representagao esquematica da molécula de B-Ciclodextrina
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Figura 10 — Esquema de encapsulamento de drogas pelas ciclodextrinas

2.5.3. Polimeros e sistema de liberacdo de drogas

Cerca de 40% das moléculas farmacologicamente ativas sao rejeitadas,
devido, principalmente, a reduzida solubilidade e biodisponibilidade. Para
contornar tais problemas, polimeros biodegradaveis, capazes de modularem a
liberacdo do farmaco, surgiram como alternativas eficazes (QIU; BAE, 2006).
Matrizes poliméricas biodegradaveis sdo, em geral, biocompativeis e se
degradam in vivo, passando por processo de hidrélise e se decompondo em
metabdlitos, que podem ser excretados pelo corpo. Estes produtos de
degradacdo ndo devem ser toxicos e ndo causar resposta inflamatéria. Outra
caracteristica importante é a degradacao ocorrer em um razoavel periodo de
tempo, requerido pela aplicacdo. Se a matriz polimérica ndo degrada dentro do
corpo, ela deve ser cirurgicamente removida, implicando em um alto custo e risco
para o paciente. Neste sentido, a sintese de polimeros biodegradaveis contribuiu
para a melhoria destes sistemas, visto que eles ndo requerem remocao cirurgica
e apresentam poucos efeitos colaterais (PEPPES, 1987; HIEP et al., 2017).

Sistemas poliméricos de liberacdo de farmacos séo largamente utilizados
e nao sO permitem uma liberacdo lenta e gradual do ingrediente ativo, como

também podem possibilitar o direcionamento a alvos especificos do organismo,
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como sitios de inflamac¢éo ou tumor. Os SLFs do tipo polimérico séo classificados
de acordo com varios mecanismos. Podem ser fundamentados em sistemas
matriciais, reservatorios, gastrorretensivos, entre outros. Os sistemas
controlados por difusdo sao os mais comuns (PEPPES, 1987; PEZZINI, 2007).

A cada dia sé@o propostos novos sistemas baseados em polimeros
sintéticos ou naturais, em hidrogéis, em polimeros biodegradaveis ou ndo, em
polimeros bioadesivos, entre outros. Exemplos de SLF baseados em polimeros
sdo os adesivos, os implantes, os dispositivos médicos e as formas
farmacéuticas soélidas matriciais ou reservatérios. Os polimeros sao
incorporados em tais formas farmacéuticas visando diferentes funcbées, como
mascarar odor e sabor desagradaveis, proteger o farmaco de condicbes
agressivas do meio ambiente (luz e umidade) e do microambiente fisioldgico,
auxiliar no processo produtivo e para modular a liberagéo do farmaco (ALLEN;
GENNARO, 2007).

A associacdo de farmacos aos polimeros também tem sido proposta com
0 objetivo de otimizar a resposta biolégica das células. Pataro et al. (2007),
trabalharam com polimeros sintéticos associados com ceramicas de fosfato de
calcio PLA/BCP e PLGA/BCP numa razao 1:3, incorporando tetraciclina a estes.
Um ponto negativo foi a rapida degradagédo do compédsito PLGA/BCP. J& Trajano
2012, na tentativa de superar a rapida degradacdo do compdésito com PLGA,
optou por preparar um compoésito com PCL/BCP (1:4 p:p) com incorporacéo de
doxiciclina e analisou a viabilidade e proliferacédo, producéo de fosfatase alcalina
e colageno de osteoblastos. Os autores observaram que as células cultivadas
com o compoésito PCL/BCP/Dox apresentaram uma maior viabilidade e
proliferacdo, além de maior producdo de fosfatase alcalina e colageno
comparando ao controle de células sem tratamento.

Kim et al. (2004), estudaram compdésitos formados por policaprolactona
em uma matriz ceramica de hidroxiapatita e tetraciclina em diferentes proporcdes
de ceramica, polimero e farmaco. Foi constatado que a cinética de liberacao,
bem como as propriedades mecanicas, sdo dependentes da razdo entre os
constituintes do compdsito. Recentemente, a policaprolactona ganhou atengéo
especial por mostrar um excelente potencial para aplicacdes biomédicas,
principalmente por sua facilidade de manipulagdo e potencial de
encapsulamento de drogas (MONDAL, 2016)
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Um composito de polimeros biodegradaveis com ceramica de fosfato de
calcio carregado com drogas, além de suportar a reconstrucéo do tecido 6sseo,
e ser totalmente reabsorvida e substituida pelo osso neoformado, colabora com
a possibilidade de uma superficie coberta com antimicrobianos em reduzir o risco

de infeccdes em areas cirargicas. (GOLLWITZER et al. 2003).

2.5.4. Compésito BTCP/PCL/PLGA/DOX/BCD

O compdsito contendo a bioceramica de Beta Tricalcio Fosfato, a blenda
polimérica composta por PCL/PLGA em proporcéo especifica, associada a um
composto de inclusdo formado por 8 — Ciclodextrina e Doxiciclina, ja foi descrito
na literatura por Trajano et. al. (2012), desde sua sintese detalhada, até sua
caracterizacgao fisico-quimica.

Esses mesmos autores caracterizaram a superficie e estrutura do
compadsito em questdo através do Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV), a
qual mostrou interconectividade, da conformacdo e do tamanho de poros. O
composito apresentou microporos intercomunicantes na faixa de 1 ym e 10 ym
(Figura 11 C, D), que aumentam o contato tecidual, a solubilidade, absorcdo de
moléculas e a capacidade de trocas com os liquidos organicos. Também
apresentam intermediarios de 10 ym a 50 ym (Figura 11 B), que aumentam a
adesdo dos osteoblastos. Esta estrutura arquitetdnica porosa torna esta
biocerdmica um veiculo condutor e liberador de farmacos e substancias, sua
topografia superficial permite atividade metabdlica osteoblastica e expresséo dos
fendtipos (osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos) adequados para as etapas

dos fendbmenos de neoformacéo tecidual.
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Figura 11 - MEV do composito BTCP/PCL/PLGA/BCD/DOX/BCD. A, B, C,

D com aumento de 5x e E, F com aumento de 10x

(Trajano et al., 2012).

O uso conjunto, portanto, de todos esses componentes para a formacéo
do compdsito em questdo, visa aliar suas propriedades num Unico material: a
capacidade de criacéo de arcabouco para migracao celular e deposi¢ao de nova
matriz 6ssea (osteoconduc¢éo) da bioceramica e dos polimeros, a criagdo de um
sistema de liberacdo controlada de farmacos, que visa disponibilizar o principio
ativo localmente por mais tempo, dos polimeros e da ciclodextrina, a capacidade
de protecdo da degradacao rapida da molécula de DOX dada também pela
ciclodextrina e, por fim, a capacidade de criacdo de um ambiente favoravel para
a osteogénese dada pelas propriedades da Doxiciclina.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a regeneracdo Ossea estimulada pelo compoésito de polimeros
biodegradaveis acido poli latico co-glicélico (PLGA) e policaprolactona (PCL) e
ceramica de beta tricélcio fosfato (BTCP) e B-ciclodextrina com incorporacédo de

Doxiciclina (DOX), em defeitos alveolares na maxila de ratos.

3.2. Objetivos especificos

a. Analisar a biocompatibilidade e a neoformacéo 6ssea em diferentes tempos
operatorios;

b. Analisar histologicamente a integracdo do compdésito ao 0sso e se houve
neoformacédo 0ssea;

c. Descrever as caracteristicas do infiltrado inflamatério de acordo com a
presenca ou ndo do antimicrobiano (comparacao entre grupos);

d. Analisar histomorfometricamente as reacfes teciduais ao compdsito
implantado em defeito 6sseo em alvéolos de ratos;

e. Analisar histoquimicamente (TRAP), o potencial osteoclastogénico do
composito testado;

f. Analisar a influéncia da presenca da DOX, relacionada ao aumento, ou néao,
da osteogénese em virtude de sua comprovada atividade na neoformacao

dssea.
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4 METODOLOGIA

4.1. Materiais

Para a realizagéo desse trabalho foi utilizada a bioceramica Osteosynt®
de fosfato de calcio bifasico 80-100 mesh composta de 65% de hidroxiapatita
Ca10(P0O4)s(OH)2 e 35% de fosfato tricalcico Caz(POa)2 bifasica, micro porosa, foi
gentilmente cedida pela empresa Einco Biomaterial Ltda, Belo Horizonte, MG,
Brasil.

O copolimero biodegradavel de acido lactico e acido glicolico (PLGA)
(proporcéo molar de 50:50) de peso molecular de 60.000 g/, mol, viscosidade de
0,39 dL, g em HFIP a 30 ° C, lote D01079 e policaprolactona (PCL) com peso
molecular de 10.000 g; mol, viscosidade 1,01 dl / g em CHC13 a 30 ° C, o lote
D02042 foi adquirido a Birmingham Polymers, Inc., Pelham, EUA.

A B-Ciclodextrina, de peso molecular 8mg/mol, lote 45H1058 foi adquirida
junto a Sigma Chemical Co., St Luis, EUA.

O diclorometano (densidade 1.320-1.328 g/mL a 20° C, Quimex Produtos
Quimicos, Sao Paulo, SP, Brasil) foi utilizado como solvente no preparo dos
compdésitos.

Antibiético de largo espectro (Doxiciclina -DOX, PA), foi adquirido junto a
Aratjo Manipulacdo S/A CNPJ 17.256.512/0094-15, em Belo Horizonte, MG,
Brazil. Requisicdo 045371, registro 1973892.

4.2. Preparo dos compositos

4.2.1. Preparo do composto de inclusédo

Antes da preparacdo do compdésito BTCP/PCL/PLGA/DOX/BCD, foi
preparado o composto de inclusdo DOX/BCD na razdo molar 1:1 pelo processo
de liofilizacdo de solu¢cdes aquosas empregando-se 0 equipamento Savant

Modulo D-Freeze Dryer da Thermo-Electron Corporation®, tomando como base
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0s métodos previamente descritos na literatura para inclusdo em ciclodextrinas
(Cortés et al., 2001). Foram preparadas, inicialmente, solucbes aquosas de
cloridrato de DOX (PM: 480,99g/mol) deixadas sob agitacdo constante a 40° C
durante meia hora e foram acrescentadas a estas solugdes aquosas de [3-
ciclodextrina (PM: 1135g/mol) na massa indicada. A seguir, as solugdes
resultantes foram distribuidas em tubos Falcon de 15mL, congeladas em

nitrogénio liquido e levadas a sublimacéo.

4.2.2. Preparo do composto BTCP/PCL/PLGA/DOX/BCD

O compésito foi preparado utilizando-se PCL e PLGA e a bioceramica de
Beta Tricélcio Fosfato (BTCP) de granulometria 80-100 Mesh na razdo 1:4,
respectivamente. Em 10 ml de diclorometano foram adicionados 0,84 mg de
DOX/BCD. Esta massa de DOX/BCD foi determinada para que a concentracdo
de 5% de DOX fosse normalizada. Foram adicionados 300mg (50:50) de PCL e
PLGA, sob agitacdo magnética, em béquer fechado, durante 2 horas a
temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionadas 1200 mg de BTCP,
permanecendo sob agitacdo a temperatura ambiente. Posteriormente, a fim de
moldar a mistura obtida, esta foi colocada em moldes quadrados de silicone
medindo 5x5x2mm, permanecendo por 48 horas. As amostras quadradas dos
compositos foram pastilhadas utilizando laminas para microtomia, tendo as
pastilhas espessura de 0,5mm de diametro (Figura 12).

Posteriormente as pastilhas obtidas foram esterilizadas utilizando o 6xido
de etileno (CURAR® - Centro de Esterilizacdo Especializada Ltda., Belo
Horizonte - MG).

O compésito BTCP/PCL/PLGA/DOX/BCD serviu como grupo teste para
todos os tempos experimentais, tendo como controles os grupos coagulo
sanguineo, BTCP em fase pura e o composto formado por PCL/PLGA/BTCP,
tendo o mesmo método de sintese acima citado, porém sem a inclusdo de DOX.

De acordo com Trajano et al.,, (2012), o compésito acima citado foi

submetido a todos os testes de biocompatibilidade, atividade celular e
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citotoxicidade, viabilizando assim, sua utilizagdo para um estudo laboratorial in
vivo, conforme segue:

e Ensaio de Metabolizacdo — MTT;

e Ensaio da Atividade de Fosfatase Alcalina (BCIP/NBT);

e Ensaio da Producédo de Colageno (Sircol Red);

e Ensaio da producdo de nédulos de mineralizacdo por coloragéo

pelo método Von Kossa;

Figura 12 — Apresenta(;ao clinica do compdsito BTCP/PCL/PLGA/DOX/BCD

(Fonte: Préprio autor)

4.3. Calculo amostral

De acordo com a formulacdo apresentada descrita por Lawaga &
Lameshow, 1991 e utilizada para calculo amostral, em estudo de metodologia
similar ao nosso (Kunert-Kell et al, 2014), cada grupo de estudo (para um nivel
de significancia de 95%, poder de teste de 80%, desvio padrdo descrito na

literatura (12,1) e diferenca a ser detectada entre os grupos (12), também de
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acordo com a literatura) teria um valor “n” aproximado de 5,7 individuos (valor

este arredondado par n=6). Segue:

Férmula de Calculo:

Za = nivel de significancia de 95% (padrao);

ZB = poder de teste 80 n = [(Za + ZB)2 . s2] / d2

Onde:

% (padréo);

s = desvio padrao da literatura;

d = diferenca a ser detectada entre os grupos.

n=[(1,96 + 0,84)2. (12,1)2] / (12)2 = 5,7 (aproximadamente 6,0)
Obs.:

Para cada “Grupo Experimental”, nos utilizamos de 02 tempos distintos, ou seja,
02 grupos separados. Por exemplo:

Grupo Teste:
T (14dias) n=6

T (28 dias) n=6

Total = 12 animais por Grupo experimental,
considerando-se 03 grupos distintos, de acordo com os tempos de analise.

Afim de se confirmar a metodologia, consultou-se o estudo de Guimaraes,
2017. Este estudo utilizou metodologia semelhante, e o0s mesmos parametros
estatisticos. Porém, para o calculo amostral aplicou-se a plataforma de calculo
do numero amostral do Laboratério de Estatistica e Epidemiologia do Instituto
Dante Pazanezzi (disponivel em www.lee.dante.br) as informagbes acima,
obteve-se que para o nivel de significancia adotado e o poder de teste estimado
em 85% o tamanho da amostra, pro grupo, seria de n=7.

Optou-se por empregar, neste estudo, o poder de teste de 80% para
reduzir o numero de animais que seriam utilizados, seguindo o principio dos 3Rs
(reduce, replacement, refinement).

Obteve-se, portanto, um n final de 44 animais, sendo 4 grupos
experimentais, com dois tempos distintos de analise para cada grupo, estando

0 Grupo 01 — Coagulo, preenchido com 04 animais em cada tempo experimental.
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4.4. Aspectos Eticos

O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA/UFMG) com o numero de
protocolo 223/2018. Foram seguidas as normas ISO 10993-6.

4.5. Procedimento cirdrgico experimental (LANZA, 2018; GOMES,
2019)

Foram utilizados 44 ratos Wistar (Rattus Novergicus) com trés meses de
idade, pesando de 200 a 300g, provenientes do Biotério Central da UFMG
(Aprovacdo pelo CEUA/UFMG, sob o protocolo 223/2018, validado até
19/08/2023). As condi¢cbes de manutencao foram realizadas de acordo com 0s
padrdes de alimentacdo e temperatura ad libitum entre 23 e 25 ° C e ciclo claro

/ escuro de 12/12 horas.

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais:
e Grupo 01: Coagulo Sanguineo;
e Grupo 02: BTCP, em fase pura;
e Grupo 03: BTCP/PCL/PLGA;
e Grupo 04: BTCP/PCL/PLGA/DOX/BCD.

E subdivididos em 02 tempos experimentais distintos, sendo T(1) 14 dias e T(2)
28 dias.

T1 (14 dias) T2 (28 dias)
Grupo 01 — Coagulo (n)4 (n)4
Grupo 02 - BTCP (n)6 (n)6
Grupo 03 - BTCP/PCL/PLGA (n)6 (n) 6

Grupo 04 - BTCP/PCL/PLGA/DOX/BCD  (n)6 (n)6
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Todos os procedimentos cirargicos foram realizados sob anestesia geral
com injecédo intraperitoneal de cetamina e xilazina. Foi administrado uma solucéo
anestésica na proporcdo 2:1 (cloridrato de xilazina 2% (Xilazin - Syntec) e
cloridrato de cetamina 10% (Cetamin - Syntec)), sendo o volume de 0,135 ml por
100 g de peso corporal.

A técnica cirurgica consistiu em uma incisdo sulcular no primeiro molar
esquerdo, luxacdo e remocdo do dente em questdo. Apdés a extracdo do
elemento dentario foi utilizado uma broca diamantada esférica de 2mm para
remocdo dos septos Osseos alveolares, sob irrigacdo com solugdo salina
esterilizada para resfriamento, afim de padronizar os defeitos 6sseos entre o0s
animais (Figura 13):

e Lateralmente o defeito foi limitado pelas corticais 6sseas vestibular
e palatina;

e Distalmente o defeito foi limitado pela cortical 6éssea distal dos
alvéolos distais;

e Mesialmente o defeito foi limitado pela cortical 6ssea mesial do
alvéolo mesial;

e Em profundidade o defeito foi limitado por uma marcacéo na broca,
feita de acordo com a média do tamanho radicular dos primeiros

molares de ratos.



64

Figura 13 — Desenho esquematico da confec¢do do defeito alveolar, partindo dos
cinco alvéolos remanescentes pos exodontia (A). Marcacédo na broca utilizada
para confeccdo do defeito, evidenciando a profundiddade de penetracdo de

acordo com a média de comprimento da raiz do primeiro molar superior (B)

Def. Final

(Fonte: Préprio autor)

O compodsito foi implantado de acordo com 0s grupos correspondentes e
realizada a sutura com fio reabsorvivel Vycril™ 6.0 por meio de pontos isolados
(Figura 14). Os animais foram eutanasiados aos 14 (T1) e 28 dias (T2) apos a

cirurgia.
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Figura 14 — Sequéncia cirargica: afastamento tecidual e exposicdo do campo
operatorio (A), demonstracdo da posicao de luxacao do primeiro molar superior
esquerdo (B), incisédo e descolamento dos tecidos (C), defeito 6sseo ja preparado

(D), preenchimento com biomaterial (E) e sutura (F)

(Fonte: Préprio autor)
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Para eutanasia, todos os animais foram anestesiados com as mesmas
técnicas relatadas acima, sendo que a sobre dosagem do anestésico induziu a
morte dos animais por parada cardiorrespiratoria. A maxila foi, entdo, removida

e fixada em solucao de formaldeido a 10%, por 48 horas a temperatura ambiente.

4.6. Testes de biocompatibilidade

4.6.1. Analise histoldgica - qualitativa:

Para processamento histolégico, apds a fixacdo em formaldeido a 10% as
pecas foram desmineralizadas em solucdo de EDTA a 10%, pH 7,3. Estas foram
avaliadas semanalmente até apresentarem consisténcia macia, indicando
correta desmineralizacdo 6ssea. Em seguida, com auxilio de uma lamina de
bisturi, os tecidos ao redor da area operada foram removidos cuidadosamente
para preservar o alvéolo dental. As pecas foram desidratadas gradativamente
em solucbes de concentracdo crescente de etanol, diafanizadas em xilol e
embebidas em parafina (Histosec® pastilhas, Merck). Foram obtidas 3 laminas
para a coloracdo com H.E. e 1 lamina para coloragcdo com tricromio de Masson
de cada animal com cortes seriados de 4 um de espessura, em micrétomo, e
estes foram corados com hematoxilina-eosina e Tricromio de Masson (LEHMAN
et al., 2019). Foi realizada analise histolégica descritiva dos cortes histolégicos
dos defeitos dsseos, por um patologista experiente, ndo sendo informado a ele
de qual grupo se tratava, e analisados quanto a integracdo com tecidos
adjacentes, e a neoformagdo Ossea. As andlises foram realizadas em
microscopio 6ptico (Olympus BX51) com objetivas planocrométicas, sendo que
as laminas selecionadas foram escaneadas e digitalizadas para posterior analise
digital (CAPI/ICB-UFMG, Microscopia digital 3DHistech Ltd. ™ - Budapest,
Hungary).
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4.6.2. Andlise histomorfométrica - quantitativa (LANZA, 2018; ALKAN,
2002):

Para analise histomorfométrica as laminas histolégicas foram avaliadas
utilizando o aparelho 3D Histech™ - Budapest, Hungary — Scanner de laminas.
Imagens representativas de uma area delimitada pelo software de 200.000 umz?
foi selecionada tendo como referéncia o centro do alvéolo cirdrgico, desprezando
as interfaces O0sseas com o0 0sso apical, palatino e vestibular dos cortes
histoldgicos (Figura 15). O software usado para visualizar as imagens foi o
CaseViewer (3D Histech™ Budapest, Hungary).

Foi realizado o delineamento da regido a ser analisada com posterior
quantificacdo das &reas correspondentes ao tecido 6sseo neoformado, dentro
da marcacao pré-estabelecida, ambas em pm2.
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Figura 15 — Esquema de histomorfometria de acordo com o Software
selecionado: determinacdo da area a ser analisada ao centro do defeito (A) e

destaque para as medidas executadas pela técnica (B)

Annotation 1 \"\
erimeter: 3.6 mm 3

(Fonte: Proéprio autor)

4.6.3. Andlise  histologica das amostras  submetidas a
imunoperoxidase (nimero de células marcadas para TRAP)

Os cortes teciduais submetidos a marcacao (cor marrom) realizada pela
técnica de TRAP para células osteoclasticas, foram avaliados quanto ao numero
de células marcadas. Para analise qualitativa forma levados em consideracao o
tipo celular marcado positivamente pela proteina analisada. As seccbes
histologicas foram analisadas sob iluminacdo de campo claro em microscépio
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optico (Olympus BX-BX61, Toquio, Japao) por um investigador que desconhecia
0S grupos experimentais analisados. Para a realizacdo de analise semi-
quantitativa foi realizada a contagem do numero de células reativas para os
anticorpos TRAP, para cada grupo e periodo estudado. Foram consideradas
células TRAP positivas osteoclastos maduros contendo trés ou mais nucleos. A
marcacado foi definida como aquela de coloracdo acastanhada presente no
compartimento citossolicos das células alvo (osteoclastos). Para contagem do
namero de células imunomarcadas foi padronizada magnificacdo de 10X, com
auxilio de microscopia de campo claro, como bem recomendado e esclarecido
pela literatura. Trés cortes histologicos de cada grupo foram avaliados
individualmente em um campo de observacdo condizente com o centro do
defeito 6sseo estudado. Em cada campo foi considerado o numero de
osteoclastos marcados. Cada espécime foi mensurado por um examinador
calibrado em sistema duplo cego, usando método semi-quantitativo, a partir de

imagens capturadas no microscépio optico.

4.7. Andalise estatistica dos dados

Os dados coletados foram analisados pelo software R (R Core Team,
2016). Foram realizadas andlises de estatisticas descritivas. A normalidade dos
dados foi verificada pelo teste Shapiro-Wilk. Para verificar se houve diferenca da
neoformacédo éssea entre 0s grupos, os resultados foram submetidos a Analise
de Varianica (ANOVA), no modelo fatorial (4x2), sendo este utilizado para
comparar as médias dos tratamentos. Foi adotado o nivel de significancia de
95% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1. Analises histologicas

A andlise qualitativa dos cortes histologicos, apés coloracéo por HE, foi
realizada separadamente para cada grupo, sendo suas carateristicas descritas
de forma individual, como segue, considerando desde as caracteristicas do
fechamento da ferida operatdria até o infiltrado inflamatorio presente.

Para a analise microscopica descritiva (qualitativa), foram selecionados 3
cortes de cada animal, em cada grupo experimental. Os eventos histologicos
foram descritos em toda extensao do defeito ésseo criado, sendo que a regido
central do defeito foi a eleita para caracterizacédo do tecido 6sseo neo-formado,
sendo o objetivo principal a avaliacdo e investigacao dos eventos morfologicos
que ocorreram no interior do defeito 6sseo criado (Figura 16). Considerou-se
como critério de avaliacdo a presenca de tecido conjuntivo com presenca de
camada de osteoblastos delimitando o trabeculado 0sseo, com vasos
sanguineos, presenca de processo inflamatério e formacdo e organizacdo do
tecido conjuntivo 6sseo e medular.

Os cortes corados, tanto em H.E., quanto para o Tricromio de Masson
(TM), foram analisados por um Unico avaliador calibrado e cego ao tratamento
realizado através das laminas escaneadas pelo processo ja descrito. Foram
consideradas caracteristicas do processo de reparo 0sseo, revascularizacao e
presenca/caracteristica do infiltrado inflamatério na regido de interesse.



71

Figura 16 — Representacao esquemética, do menor para o maior aumento

(A, B e C), da area eleita para analise (C) histologica em cada grupo experimental

(Fonte: Préprio autor).

5.1.1. Coloracao por hematoxilina- eosina [HE]

Em todos os cortes se observa a presenca de epitélio de revestimento
estratificado pavimentoso hiper-ortoqueratinizado (ndo se nota a presenca de
ndcleos na camada de queratina, diferente do encontrado no epitélio
paraqueratinizado), com camada granulosa proeminente. Presenca de lamina
propria de tecido conjuntivo espesso, celularizado, abaixo do epitélio (nutricdo
da camada epitelial). Observou-se neoformacao Ossea alveolar em diversos
graus de formagédo, sendo que em determinados grupos nao houve degradacgéo
completa do biomaterial.

A seguir, a descricdo particular para cada grupo/tempo operatério:
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5.1.1.1. Grupo 01 - Coagulo — 14 dias

E possivel observar o epitélio, com as caracteristicas citadas, completamente
regenerado.

Observa-se lamina prépria, de tecido conjuntivo bem desenvolvido
extenso e celularizado, seguida da regido de reparo 0sseo.

A andlise do defeito 6sseo pos exodontia, no tempo pos-operatorio de 14
dias (T1), evidenciou a presenca do trabeculado 6sseo neo-formado em
continuidade com as corticais alveolares previamente existentes, exibindo em
sua periferia acentuado numero de células osteoblasticas. Quando da analise do
trabeculado 6sseo presente, observamos areas com diferentes caracteristicas.
Na porcéo cervical do defeito (imediatamente abaixo da lamina prépria), notamos
a presenca de ossificagdo discreta, com tecido 6sseo pouco diferenciado,
caracterizado pela presenca de trabéculas dsseas esparsas e imaturas, porém
com intensa atividade osteoblastica em suas bordas. Foi notada ainda, nessa
porcdo superior do defeito, a presenca de importante quantidade de tecido
conjuntivo sem diferenciacao 6ssea refazendo a anatomia alveolar.

As trabéculas 6sseas no centro do defeito aparecem espessas e bem
definidas, com osteoblastos em toda sua periferia além de se caracterizarem
como 0sso vital, com ostedcitos preenchendo os espacos intra-trabeculares. Os
espacos inter-trabeculares estdo preenchidos por tecido conjuntivo celularizado
e bem vascularizado (podemos notar grande quantidade de vasos, sendo alguns
deles bem dilatados), com a presenca de infiltrado inflamatério leve, de
predominancia mononuclear (células de nucleo bem corado, arredondado e com
proporcao nucleo/citoplasma diminuida), caracteristico de linfécitos, além da
presenca de células fagocitarias (macrofagos).

E possivel observar a presenca de algumas células gigantes, de amplo
citoplasma, multinucleadas, sugestiva de osteoclastos, na imagem com maior

aumento (Figura 17).
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5.1.1.2. Grupo 01 - Coagulo — 28 dias

E possivel observar o epitélio, com as caracteristicas citadas,
completamente regenerado.

Observa-se lamina propria de tecido conjuntivo bem desenvolvido extenso
e celularizado, seguida da regido de reparo 0sseo.

A analise da regido do defeito 6sseo criado pds exodontia do primeiro
molar superior esquerdo, no tempo operatério de 28 dias (T2), evidenciou a
presenca de trabeculado 6sseo neoformado, em continuidade com as corticais
alveolares previamente existentes, sendo a sua periferia repleta de células
osteoblasticas viaveis. Quando da analise deste trabeculado, analisando as
diferentes areas do defeito, observamos que em contraste com T1, para o
mesmo grupo, a regido cervical do defeito ja se apresenta com trabeculado mas
denso, com tecido 0sseo bem diferenciado, sendo menores as areas de
trabeculado discreto entremeado por tecido conjuntivo denso e celularizado.

O trabeculado 6sseo na regido central do defeito analisado apresenta
trabeculado 6sseo vital (trabéculas bem definidas e espessas, com osteoblastos
em sua periferia e ostedcitos preenchendo os espacos intra-trabeculares), com
aparente maior volume quando comparado ao mesmo grupo com 14 dias (T1),
sendo o numero e a dilatacdo dos vasos também menor, quando comparado a
T1. Os espacos inter-trabeculares estdo preenchidos por tecido conjuntivo
celularizado vascularizado, com a presenca de infiltrado inflamatério leve de
predominancia mononuclear (células de nucleo bem corado, arredondado e com
proporcao nucleo/citoplasma diminuida), caracteristico de linfécitos, além da
presenca de células fagocitarias (macréfagos).

E possivel observar a presenca de algumas células gigantes, de amplo
citoplasma, multinucleadas, sugestiva de osteoclastos, na imagem com maior

aumento (Figura 18).
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Figura 17 — Grupo 01 (Coagulo) aos 14 dias, corado em HE, no aumento
de 10X e numa escala de 200 ym. Visdo panoramica da regiao do centro do
defeito 6sseo, mostrando trabéculas 6sseas neoformadas, recobertas por
osteoblastos ativos, contendo ostedcitos em seu interior e rodeadas por tecido
conjuntivo. Em destaque as células sugestivas de osteoclastos (seta), trabéculas

Osseas (TO), tecido conjuntivo (TC) e vasos sanguineos (*)

(Fonte: Préprio autor).
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Figura 18 — Grupo 01 (Coéagulo) aos 28 dias, corado em HE, no aumento de 10X
e numa escala de 200 ym. Visdo panoramica da regiao do centro do defeito
0sseo, mostrando trabéculas 6sseas neoformadas, recobertas por osteoblastos
ativos, contendo ostedcitos em seu interior e rodeadas por tecido conjuntivo. Em
destaque as células sugestivas de osteoclastos (seta), trabéculas 6sseas (TO),

tecido conjuntivo (TC) e vasos sanguineos (*)

(Fonte: Proéprio autor).

5.1.1.3. Grupo 02 - Bioceramica — 14 dias

E possivel observar o epitélio com as caracteristicas citadas, totalmente
regenerado.

Notam-se muitos espacos relativos a presenca remanescente do
biomaterial ainda ndo degradado, na lamina prépria, que se apresenta
espessada, de tecido conjuntivo bem desenvolvido, extenso e celularizado, e
com intenso infiltrado inflamatério de predominancia mononuclear (linfécitos e
macréfagos).

A analise do defeito 6sseo, para o Grupo Bioceramica, no tempo
operatério de 14 dias (T1), evidenciou pequena presenca de trabeculado 6sseo
neoformado em continuidade com as corticais 0sseas previamente presentes e
rodeando os espacos ocupados pelo biomaterial. Observamos, mais a regido
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cervical do defeito um trabeculado discreto, neoformado e pouco diferenciado,
com trabéculas ésseas esparsas e imaturas, mas com intensa atividade
osteoblastica em suas bordas. Na porcédo superior do defeito ainda é possivel
notar a presenca de importante quantidade de tecido conjuntivo sem
diferenciacéo 6ssea, refazendo a anatomia alveolar. Quando da observacao da
regido central e apical do defeito, continuamos com a presenca de discreta
neoformacédo 6ssea, porém agora de trabéculas mais espessas e definidas, com
osteoblastos em sua periferia e ostedcitos preenchendo 0s espagos intra-
trabeculares.

Os espacos inter-trabeculares estdo preenchidos por tecido conjuntivo
celularizado e bem vascularizado (podemos notar boa quantidade de vasos),
com a presenca de infiltrado inflamatério leve, de predominancia mononuclear
(células de nucleo bem corado, arredondado e com proporc¢ado nucleo/citoplasma
diminuida), caracteristico de linfocitos, além da presenca de células fagocitarias
(macréfagos).

A analise da periferia dos espacos deixados pela presenca do biomaterial,
ainda ndo degradado, revelou a presenca de células em intimo contato com as
particulas desse composto, e sem a presenca de reacao de corpo estranho e/ou
presenca de infiltrado inflamatério fora do padrdo moderado do defeito,
sinalizando a biocompatibilidade do mesmo (Figura 19).

E possivel observar a presenca de algumas células gigantes, de amplo
citoplasma, multinucleadas, sugestiva de osteoclastos na imagem com maior

aumento.

5.1.1.4. Grupo 02 - Bioceramica — 28 dias

E possivel observar o epitélio com as caracteristicas citadas,
completamente regenerado.

Observa-se a presenca de relativo pouco espago preenchido pelo
biomaterial, quando comparado ao tempo de 14 dias (T1), logo abaixo da lamina
propria, que se apresenta com tecido conjuntivo bem desenvolvido, extenso e

celularizado, seguida da regido de reparo 6sseo.
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Quando da andlise da regido do defeito 6sseo, observamos tanto na
regido cervical, quando mais ao centro, a presenca de trabéculas Osseas
maduras, espessas e bem definidas, com osteoblastos em toda sua periferia e
ostedcitos preenchendo o0s espagos intra-trabeculares. Os espacos inter-
trabeculares estdo preenchidos por tecido conjuntivo celularizado e
vascularizado, com presenca de infiltrado inflamatério leve, de predominancia
mononuclear (células de nucleo bem corado, arredondado e com proporcao
nucleo/citoplasma diminuida), caracteristico de linfocitos, além da presenca de
células fagocitérias (macrofagos).

A andlise da periferia dos espacos deixados pela presenca do biomaterial,
ainda ndo degradado, revelou a presenca de células em intimo contato com as
particulas desse composto, e sem a presenca de reacao de corpo estranho e/ou
presenca de infiltrado inflamatério fora do padrdo moderado do defeito,
sinalizando a biocompatibilidade do mesmo, seguindo o mesmo padréo
descritivo para o mesmo grupo, com 14 dias (T1) (Figura 20).

E possivel observar a presenca de algumas células gigantes, de amplo
citoplasma, multinucleadas, sugestiva de osteoclastos, na imagem com maior

aumento.
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Figura 19 — Grupo 02 (Bioceramica - BTCP) aos 14 dias, corado em HE, no
aumento de 10X e numa escala de 200 uym. Visdo panoramica da regido do
centro do defeito 6sseo, mostrando trabéculas 6sseas neoformadas, recobertas
por osteoblastos ativos, contendo ostedcitos em seu interior e rodeadas por
tecido conjuntivo. Em destaque as células sugestivas de osteoclastos (seta),
trabéculas 6sseas (TO), tecido conjuntivo (TC), vasos sanguineos (*) e espacos

do biomaterial (+)

(Fonte: Préprio autor).
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Figura 20 — Grupo 02 (Bioceramica - BTCP) aos 28 dias, corado em HE, no
aumento de 10X e numa escala de 200 uym. Visao panoramica da regido do
centro do defeito 6sseo, mostrando trabéculas 6sseas neoformadas, recobertas
por osteoblastos ativos, contendo ostedcitos em seu interior e rodeadas por
tecido conjuntivo. Em destaque as células sugestivas de osteoclastos (seta),
trabéculas 6sseas (TO), tecido conjuntivo (TC), vasos sanguineos (*) e

espacos do biomaterial (+)

(Fonte: Proéprio autor).

5.1.1.5. Grupo 03 - Bioceramica + Polimeros — 14 dias

E possivel observar o epitélio parcialmente regenerado com discreta area
de descontinuidade, adjacente a area do biomaterial, provavelmente por
interposicao deste.

Logo abaixo, observa-se a lamina prépria, de tecido conjuntivo bem
desenvolvido, extenso e celularizado, seguida da regido de reparo 6sseo.

A andlise histologica da regido do defeito 6sseo pds-operatorio, no tempo
de 14 dias (T1), evidenciou presenca do trabeculado 6sseo neo-formado em
continuidade com as corticais alveolares previamente existentes, exibindo em
sua periferia acentuado nimero de células osteoblasticas. Quando da anélise do
trabeculado 6sseo presente, observamos areas com diferentes caracteristicas.

Na porcéo cervical do defeito (imediatamente abaixo da lamina prépria), notamos
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a presenca de ossificagdo discreta, com tecido 6sseo pouco diferenciado,
caracterizado pela presenca de trabéculas 0sseas esparsas e imaturas, porém
com intensa atividade osteoblastica em suas bordas. Nessa regido, ainda,
observamos a presenca de espacos caracteristicos do biomaterial remanescente
(ndo degradado).

A analise da periferia dos espacos deixados pela presenca do biomaterial,
revelou a presenca de células em intimo contato com as particulas desse
composto, e sem a presenca de reagao de corpo estranho e/ou presenca de
infiltrado inflamatério fora do padrdo moderado do defeito, sinalizando a
biocompatibilidade do mesmo. Foi notada ainda, nessa porcao superior do
defeito, a presenca de importante quantidade de tecido conjuntivo sem
diferenciacdo Ossea refazendo a anatomia alveolar. As trabéculas 6sseas no
centro do defeito aparecem espessas e bem definidas, com osteoblastos em
toda sua periferia além de se caracterizarem como 0sso vital, com ostedcitos
preenchendo os espacos intra-trabeculares. Os espacos inter-trabeculares estédo
preenchidos por tecido conjuntivo celularizado e vascularizado, com a presenca
de infiltrado inflamatdrio leve, de predominancia mononuclear (células de ndcleo
bem corado, arredondado e com proporcdo nucleo/citoplasma diminuida),
caracteristico de linfocitos, além da presenca de células fagocitarias
(macréfagos) (Figura 21).

E possivel observar a presenca de algumas células gigantes, de amplo
citoplasma, multinucleadas, sugestiva de osteoclastos, na imagem com maior

aumento.

5.1.1.6. Grupo 03 - Bioceramica + Polimeros — 28 dias

E possivel observar o epitélio parcialmente regenerado, com discreta area
de descontinuidade, seguida da area do biomaterial remanescente, ainda nao
degradado, provavelmente por interposicéo deste.

Observa-se lamina prépria, de tecido conjuntivo bem desenvolvido
extenso e celularizado, seguida da regido de reparo 0sseo.

A anélise do defeito 6sseo pOs exodontia, no tempo pos-operatorio de 28

dias (T2) evidenciou a presenca do trabeculado 6sseo neo-formado em
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continuidade com as corticais alveolares previamente existentes, exibindo em
sua periferia acentuado numero de células osteoblasticas. Quando da analise do
trabeculado Osseo presente, observamos uma menor area, porém ainda
existente, na porcdo cervical do defeito (logo abaixo da lamina prépria e dos
espacos remanescentes do biomaterial) a presenca de ossificagcdo discreta, com
tecido 0sseo pouco diferenciado, caracterizado pela presenca de trabéculas
0sseas esparsas e imaturas, porém com intensa atividade osteoblastica em suas
bordas. Foi notada ainda, nessa porgcdo superior do defeito, a presenca de
importante quantidade de tecido conjuntivo sem diferenciacdo 6ssea refazendo
a anatomia alveolar. J& em maior area, observamos as trabéculas 6sseas no
centro do defeito aparecem espessas e bem definidas, com osteoblastos em
toda sua periferia além de se caracterizarem como 0sso vital, com ostedcitos
preenchendo os espacos intra-trabeculares. Os espacos inter-trabeculares estdo
preenchidos por tecido conjuntivo celularizado e vascularizado com a presenca
de infiltrado inflamatério leve, de predominancia mononuclear (células de nucleo
bem corado, arredondado e com propor¢do nucleo/citoplasma diminuida),
caracteristico de linfocitos, além da presenca de células fagocitarias
(macréfagos).

A andlise da periferia dos espacos deixados pela presenca do biomaterial,
ainda ndo degradado, revelou a presenca de células em intimo contato com as
particulas desse composto, e sem a presenca de reacao de corpo estranho e/ou
presenca de infiltrado inflamatério fora do padrdo moderado do defeito,
sinalizando a biocompatibilidade do mesmo (Figura 22).

E possivel observar a presenca de algumas células gigantes, de amplo
citoplasma, multinucleadas, sugestiva de osteoclastos, na imagem com maior

aumento.
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Figura 21 — Grupo 03 (Bioceramica — BTCP + Polimeros — PCL/PLGA) aos 14
dias, corado em HE, no aumento de 10X e numa escala de 200 ym. Viséo
panoramica da regido do centro do defeito 6sseo, mostrando trabéculas 6sseas
neoformadas, recobertas por osteoblastos ativos, contendo ostedcitos em seu
interior e rodeadas por tecido conjuntivo. Em destaque as células sugestivas de
osteoclastos (seta), trabéculas oOsseas (TO), tecido conjuntivo (TC), vasos

sanguineos (*) e espacos do biomaterial (+)

(Fonte: Préprio autor).
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Figura 22 — Grupo 03 (Bioceramica — BTCP + Polimeros — PCL/PLGA) aos 28
dias, corado em HE, no aumento de 10X e numa escala de 200 ym. Viséo
panoramica da regido do centro do defeito 6sseo, mostrando trabéculas 6sseas
neoformadas, recobertas por osteoblastos ativos, contendo ostedcitos em seu
interior e rodeadas por tecido conjuntivo. Em destaque as células sugestivas de
osteoclastos (seta), trabéculas 6sseas (TO), tecido conjuntivo (TC), vasos

sanguineos (*) e espacos do biomaterial (+)

(Fonte: Proprio autor).

5.1.1.7. Grupo 04 (experimental) — DOX - 14 dias

E possivel observar o epitélio com as caracteristicas ja citadas,
parcialmente regenerado apresentando discreta area de descontinuidade
provavelmente por interposicdo do biomaterial ainda ndo degradado, que se
apresenta logo abaixo do epitélio, em continuidade com a lamina prépria.

Notam-se poucos espacos relativos a presenca do biomaterial, na lamina
propria, que se apresenta como tecido conjuntivo bem desenvolvido, extenso e
celularizado, seguida da regido de reparo 0sseo.

A analise do defeito 6sseo pds exodontia, no tempo pos-operatério de 14
dias (T1), evidenciou a presenca do trabeculado 0sseo neo-formado em
continuidade com as corticais alveolares previamente existentes, exibindo em
sua periferia acentuado nimero de células osteoblasticas. Quando da analise do
trabeculado 6sseo presente, observamos areas com diferentes caracteristicas.
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Na porcéo cervical do defeito (imediatamente abaixo da lamina prépria), notamos
a presenca de ossificacdo discreta (quando comparada ao centro do defeito,
porém mais acentuada se comparada aos demais grupos, para T1 — 14 dias),
com tecido ésseo pouco diferenciado, caracterizado pela presenca de trabéculas
0sseas esparsas e imaturas, porém com intensa atividade osteoblastica em suas
bordas. Foi notada ainda, nessa porc¢éo superior do defeito, a presenca de boa
guantidade de tecido conjuntivo sem diferenciacdo 6ssea refazendo a anatomia
alveolar.

As trabéculas 6sseas no centro do defeito aparecem espessas e bem
definidas, com osteoblastos em toda sua periferia além de se caracterizarem
como 0sso vital, com ostedcitos preenchendo os espacos intra-trabeculares. Os
espacos inter-trabeculares estéo preenchidos por tecido conjuntivo celularizado
e vascularizado, com a presenca de infiltrado inflamatério leve, de
predominancia mononuclear (células de nacleo bem corado, arredondado e com
proporcao nucleo/citoplasma diminuida), caracteristico de linfocitos, além da
presenca de células fagocitarias (macréfagos).

A analise da periferia dos espacos deixados pela presenca do biomaterial,
ainda ndo degradado, revelou a presenca de células em intimo contato com as
particulas desse composto, e sem a presenca de reacao de corpo estranho e/ou
presenca de infiltrado inflamatério fora do padrdo moderado do defeito,
sinalizando a biocompatibilidade do mesmo (Figura 23).

Em menor nimero, ainda é possivel observar a presenca de algumas
células gigantes, de amplo citoplasma, multinucleadas, sugestiva de

osteoclastos.

5.1.1.8. Grupo 04 (experimental) — DOX - 28 dias

E possivel observar o epitélio com as caracteristicas ja citadas, totalmente
regenerado, ndo apresentando areas de descontinuidade.

Notam-se muito poucos espacos relativos a presenca do biomaterial (com
trabéculas 0sseas ja maduras interpostas), na lamina propria, que se apresenta
como tecido conjuntivo bem desenvolvido, com extensdo menor quando
comparado ao tempo de 14 dias (t1) para o mesmo grupo, e celularizado,

seguida da regido de reparo 6sseo.
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A andlise da regido do defeito 6sseo, na regido do primeiro molar superior
esquerdo, evidenciou a presenca de trabeculado O6sseo neo-formado em
continuidade com as corticais alveolares previamente existentes, exibindo em
sua periferia acentuado numero de células osteoblastiscas, refazendo a
anatomia alveolar. Quando da andlise do trabeculado d&sseo presente,
observamos areas com diferentes caracteristicas, porém menos exacerbadas
guando comparadas ao grupo do tempo 14 dias (T1). Apesar do volume de neo-
formacéo Ossea ser aparentemente semelhante, notamos menores areas de
0SS0 imaturo e esparso no tecido conjuntivo da lamina propria, que ainda nesse
tempo se apresente bem evidente contribuindo para a manutencéo da anatomia
alveolar. Notamos em sua maioria trabeculado 6sseo maduro, espesso e bem
definido, com osteoblastos em toda sua periferia e ostedcitos em grande nimero
preenchendo o0s espacos intra-trabeculares, caracterizando-o como 0Sso
perfeitamente vital.

A andlise da periferia dos espacos deixados pela presenca do
biomaterial, ainda ndo degradado, revelou a presenca de células em intimo
contato com as particulas desse composto, e sem a presenca de reacao de
corpo estranho e/ou presenca de infiltrado inflamatério fora do padrédo moderado
do defeito, sinalizando a biocompatibilidade do mesmo. Os espacos inter-
trabeculares estdo preenchidos por tecido conjuntivo celularizado e
vascularizado, com a presenca de infiltrado inflamatério leve, de predominancia
mononuclear (células de nucleo bem corado, arredondado e com proporcao
nacleo/citoplasma diminuida), caracteristico de linfocitos, além da presenca de
células fagocitérias (macrofagos) (Figura 24).

Em menor nimero, ainda € possivel observar a presenca de algumas
células gigantes, de amplo citoplasma, multinucleadas, sugestiva de

osteoclastos.
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Figura 23 — Grupo 04 (Bioceramica — BTCP + Polimeros — PCL/PLGA + DOX +
BCD) aos 14 dias, corado em HE, no aumento de 10X e numa escala de 200 pm.
Visédo panoramica da regido do centro do defeito 6sseo, mostrando trabéculas
O0sseas neoformadas, recobertas por osteoblastos ativos, contendo ostedcitos
em seu interior e rodeadas por tecido conjuntivo. Em destaque as células
sugestivas de osteoclastos (seta), trabéculas 6sseas (TO), tecido conjuntivo

(TC), vasos sanguineos (*) e espacos do biomaterial (+)

(Fonte: Préprio autor).
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Figura 24 — Grupo 04 (Bioceramica — BTCP + Polimeros — PCL/PLGA + DOX +
BCD) aos 28 dias, corado em HE, no aumento de 10X e numa escala de 200 pm.
Visédo panoramica da regido do centro do defeito 6sseo, mostrando trabéculas
0sseas neoformadas, recobertas por osteoblastos ativos, contendo ostedcitos
em seu interior e rodeadas por tecido conjuntivo. Em destaque as células
sugestivas de osteoclastos (seta), trabéculas 6sseas (TO), tecido conjuntivo

(TC), vasos sanguineos (*) e espacos do biomaterial (+)

(Fonte: Proprio autor).

5.1.2. Coloracéo por tricromio de masson

O método de coloracdo através do Tricromio de Masson (com azul de
anilina) tem aplicabilidade principal para a coloracdo de tecido conjuntivo,
incluindo o tecido 6sseo. No presente estudo, nota-se que o trabeculado 6sseo
se cora mais fortemente em tons azulados, quanto mais maduro for esse tecido.
O mesmo tecido se cora em tons de vermelho, a medida que é mais imaturo e/ou
neoformado (LEHMAN et al., 2019, TELLES DE SOUZA et al., 2018, DAS et al.,
2014).

Conforme ja descrito pela literatura atual (GOMES, et al.,, 2015), a
neoformacédo 6ssea no modelo animal em ratos, utilizado pelo estudo, parece
ndo ter grandes alterac6es apdés o 14° dia. Portanto, optamos por, nessa
coloragdo analisar as laminas com 28 dias (T2), afim de obtermos os resultados,
de certa forma, estaveis para os grupos testados.
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A seguir, a descri¢ao particular para cada grupo/tempo operatoério, sendo
que a area analisada é a do centro do alvéolo, seguindo 0 mesmo método de

eleicdo ja descrito para as analises com HE.

5.1.2.1. Grupo 01 - Coagulo

Observou-se extensa area de neoformacdo 6ssea com predominio da
coloracdo em tons de vermelho, ainda aos 28 dias, evidenciando extensa neo-
formacdo O6ssea porém com predominancia de trabeculado imaturo.
Conseguimos, porém observar a presenca, em menor volume, de trabéculas
mais maduras com a presenca de tons mais azulados quando da coloracao deste
corte histolégico, principalmente na periferia da lesdo. Importante ressaltar, se
tratando do grupo onde o defeito 6sseo foi preenchido apenas com o coagulo

sanguineo, a presenca de numeros e dilatados vasos (Figura 25).

Figura 25 — Corte histolégico, corado por Tricrbmio de Masson, evidenciando
trabeculado Gsseo intenso e pouco maduro (tons de vermelho predominantes)

aos 28 dias (aumento de 10x, escala de 200 ym).

Fonte: Préprio autor.
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5.1.2.2. Grupo 02 - Bioceramica

Observarmos importante area de neoformacédo 6ssea maior no tempo 28
dias. Observa-se o predominio do tom azulado para os cortes do tempo 28 dias
(T2), porém ainda com volume importante de osso ndo maduro (corado em tons
de vermelho). Observamos a presenca de tecido conjuntivo, também corado em
vermelho, sinalizando a presenca de 0sso imaturo, pouco denso entremeado as
trabéculas ja organizadas e morfologicamente caracteristicas. Importante
ressaltar os espacos vazios, correspondentes ao biomaterial ainda presente e

de vasos bem caracteristicos (Figura 26).

Figura 26 — Corte histoldgico, corado por Tricromio de Masson, evidenciando
trabeculado 6sseo intenso e mais maduro (tons de azul), aos 28 dias, porém
ainda com a presenca de 0sso imaturo, corado em tons de vermelho (aumento

de 10x, escala de 200 ym).

Fonte: Préprio autor

5.1.2.3. Grupo 03 - Bioceramica + Polimeros

Observa-se area de intensa neoformagéo 6ssea no tempo 28 dias, sendo
que quando observamos a maturacdo das trabéculas, notamos resultados
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semelhantes ao grupo tratado apenas com bioceramica. Conseguimos notar o
predominio do tom azulado para os cortes do tempo 28 dias (T2), porém ainda
com volume importante de 0osso ndo maduro (corado em tons de vermelho).
Observamos a presenca de tecido conjuntivo, também corado em vermelho,
sinalizando a presenca de osso imaturo, pouco denso entremeado as trabéculas
ja organizadas e morfologicamente caracteristicas. Importante ressaltar os
espacos vazios, correspondentes ao biomaterial ainda presente e de vasos bem

caracteristicos (Figura 27).

Figura 27 — Corte histoldgico, corado por Tricromio de Masson, evidenciando
trabeculado 6sseo intenso e maduro (tons de azul predominantes) aos 28 dias

(aumento de 10x, escala de 200 pm).

Fonte: Préprio autor

5.1.2.4. Grupo 04 (Experimental) — DOX

Quando da analise do grupo experimental, aos 28 dias, observa-se uma
importante area de neoformacéo de tecido 6sseo.

Nota-se que ha um predominio de trabeculado 6sseo maduro (corado em
tons de azul) guando comparado ao tom de vermelho, que sinaliza um 0sso mais
imaturo. E possivel, porém, observar pequenas ilhas de o0sso neoformado

(corado em vermelho e seus tons), sinalizado uma recente absorcdo do
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biomaterial e, por consequéncia, uma também recente formacdo 6ssea. Vale a
pena ainda citar que praticamente ndo se observam espacos referentes a
presenca de biomaterial ainda ndo metabolizado. Observa-se a presenca de
tecido conjuntivo, também corado em vermelho, sinalizando a presenca de 0sso
imaturo, pouco denso entremeado as trabéculas ja organizadas e
morfologicamente caracteristicas. Importante ressaltar a possibilidade de
identificacdo de estruturas vasculares bem delimitadas, também nessa

coloragéo (Figura 28).

Figura 28 — Corte histoldgico, corado por Tricromio de Masson, evidenciando
trabeculado 6sseo intenso e maduro (tons de azul predominantes), aos 28 dias

(aumento de 10x, escala de 200 pm).

Fonte: Préprio autor

5.2. Marcacéo para TRAP

A técnica histoquimica empregada para a deteccdo de TRAP, mostrou
alta especificidade na deteccdo de tais proteinas. As marcacdes se
apresentaram com uma coloracdo acastanhada confinadas ao compartimento
citosolico das células osteoclasticas.

Obsereva-se, para o estudo em questdo, que, quando comparados 0s
dois tempos analisados, T1 e T2, houve um decréscimo no numero de células
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osteoclasticas marcadas pela histoquimica, inclusive no grupo teste, contendo
DOX (Figura 29). O Grupo 01 — Coagulo, apresentou aos 14 dias uma maior
guantidade de células osteoclasticas, quando comparado aos demais,
provavelmente por ndo haver nenhuma interferéncia no reparo 6sseo tecidual.
Os demais, apresentaram uma contagem diminuida na marcacdo dessas
células, mesmo nos grupos sem DOX, levantando a possibilidade de haver uma
relacdo entre os biomateriais utilizados e a diferenciacéo das células em questao
(Figura 30).

Tabela 01 - Andlise semi-quantitativa para contagem celular das células

osteclasticas marcadas por TRAP, de acordo com a média de cada grupo.

Grupo Média de Contagem Celular
T1-14d T2 — 28d
Grupo 01 11,5 0,75
Grupo 02 3,00 0,67
Grupo 03 5,33 0,25

Grupo 04 10,33 1,30
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Figura 29 — Comparacao das marcacdes para células osteoclasticas em
A (Grupo 01 — Coagulo), em B (Grupo 04, com a presenca de DOX, aos 14 dias)
e em C (Grupo 04, com a presenca de DOX, aos 28 dias), sendo os osteoclastos
marcados em vermelho acastanhado (aumento de 10X)

(Fonte: Préprio autor).
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Figura 30 — Esquema comparativo das marcagoes, entre os diferentes tempos,
para células osteoclasticas (A — Grupo 01, B — Grupo 02, C — Grupo 03 e D —
Grupo 04) (Aumento de 10x)

(Fonte: Proprio autor).
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5.3. Anélise histomorfométrica

As laminas, ap6s escaneadas, foram analisadas com auxilio do software
ja citado, seguindo os seguintes parametros: a partir do corte como um todo, no
sentido coronal como plano anatémico de orientagéo, utilizou-se o primeiro molar
do lado oposto ao defeito como referéncia de localizacdo. A partir dai,
selecionou-se na area do defeito a regido de interesse, desprezando-se as
regides proximas as corticais apical, palatina e vestibular, afim de se evitar um

resultado falso positivo (Figura 31, A e B).

Figura 31 — Representacdo esquematica da estratégia para selecdo da area
eleita para andlise histomorfométrica: corte coronal completo (A), maior aumento
para regido do defeito 6sseo, pos exodontia do primeiro molar superior esquerdo

(B), area analisada circundada, no centro do defeito, desprezando-se a corticais

do alvéolo (C).
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Para cada animal, dentro de cada grupo, e para os diferentes tempos
experimentais, ap0s 0 escaneamento das laminas coradas em Hematoxilina e
Eosina, e, com auxilio do software ja citado, foram delimitadas as areas de
interesse (200.000 uym?) e assim procedeu-se com a andlise histomorfométrica
quantitativa dos cortes, obtendo-se os resultados descritos a seguir.

A analise descritiva foi utilizada com a finalidade de explorar a distribuicao
dos dados. Esses foram expressos em valores médios e medianos seguido de
desvio
padrdo, primeiro e terceiro quartis, respectivamente. Além disso a distribuigc&o foi

representada por meio de gréaficos box-plot. Os dados foram avaliados pelo teste

ANOVA no modelo fatorial (4x2); foi
aplicado para comparar as médias dos tratamentos (Coagulo, BTCP,
BTCP/PCL/PLGA e

BTCP/PCL/PLGA/DOX/BCD) e dos dois tempos (T1 e T2).

Os nomes em parénteses sdo como cada subgrupo foi denominada na
parte
descritiva do trabalho: Coagulo, BTCP (B), BTCP/PCL/PLGA (BPPL),
BTCP/PCL/PLGA/DOX/BCD (BPPLDO).

A Tabela 01 mostra medidas descritivas de cada tratamento, como média,
desvio padrédo, da area aferido do osso em um?2. Observa-se que em T1, o Grupo
04 — Teste, apresentou a maior area de neoformacéo 6ssea, quando comparado
aos demais grupos, sendo que para T2, essa area se manteve praticamente
constante, porém com trabeculado mais estruturado e maduro, conforme

demonstrou a coloracao por Tricrdmio de Masson.

Tabela 02 - Medidas descritivas para a area aferida de osso neoformado em
pm?

Média Tempo DP Tempo (pm?2)

Tratamento (pm?2)
T1 T2 T1 T2
Coagulo 72.024,3  151.851,9 32.858,9  25.668,6
BTCP 65.341,6  89.347,3 22.330,0 73.042,2
BTCP/PCL/PLGA 60.929,3 105.450,5 30.939,5 31.649,4

BTCP/PCL/PLGA/DOX/BCD 91.066,1  92.643,2 39.001,0 46.963,2
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O Gréfico 01 (box-plot) apresenta a
distribuicdo do osso neoformado nos diferentes tempos operatorios T1 e T2.
Sendo que o} valor da mediana de T1 e T2,
equivalem respectivamente a 72.650,55 uym? e 108.884,9 um? e a amplitude de
Tl é
103.305 um? e a de T2 é 169.705,8 um?2. E possivel observar, de uma forma
geral, que a neoformacéao 6ssea foi maior em T2, quando comparada a T1, o que
nao traduz, por exemplo a estruturagdo e maturagdo do osso neoformado, por

exemplo no Grupo 04.

Grafico 01 — Distribuicdo da area aferida de osso neoformado (um?) em cada
tempo
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O Gréfico 02, representa a distribuicdo dos dados por tratamentos,
desconsiderando a divisdo de tempos. A area aferida dos animais no tratamento
coagulo possui a maior mediana de 109.405.7 ym?; em seguida é a mediana de
BPPLDO 105.808.3 ym?, a terceira € BPPL com 79.107,3 uym? e a ultima é a
mediana de B com 60.709,15 um?2. Nota-se que quando comparados os Grupos
01 — Coagulo e Grupo 04 — Teste, ha uma proximidade muito grande entre 0s
valores da mediana, evidenciando quantitativamente a maior neoformacéo
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O0ssea desses grupos quando comparados aos demais. Observa-se ainda que,
guando da comparacéo entre o Grupo 04, contendo DOX, e os demais grupos
de biomateriais sem o antimicrobiano, este se mostrou com resultado melhor, de
maior area de osso neoformado, sugerindo efetividade quando da adicdo de

Doxiciclina ao compadsito.

Grafico 02 — Distribuicdo da area aferida de osso neoformado (um?) para cada
tratamento, desconsiderando-se o tempo.
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O Gréfico 03, mostra a distribuicdo de dados de todos os tratamentos,
considerando o tempo (T1 e T2). Nota-se, entdo, que para T1, o Grupo 04
(BPPLDO), foi o que obteve melhor resultado, quando analisada a area de 0sso
neoformado, em comparacdo aos demais. Ao analisar o tempo de 28 dias, T2,
observamos um aumento da area de osso neoformado para o Grupo 01 -
Coagulo, principalmente, sendo que o Grupo 04, se manteve praticamente

constante, ao se compara o tempo de 14 dias (T1) e o tempo de 28 dias (T2).
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Gréfico 03 — Distribuicdo da area aferida de osso neoformado (um?) para cada
tratamento, considerando os diferentes tempos operatorios.
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Observando o Gréfico 04, percebe-se que o comportamento da variavel
resposta entre os tratamentos muda de acordo o tempo, indicando uma possivel
interacdo entre os tratamentos e 0 tempo. Mais uma vez, nota-se que, para T1
(reta tragcada em laranja) o Grupo 04, contendo DOX, foi 0 que se mostrou mais

eficiente no que diz respeito a area de neoformacao 6ssea analisada.

Gréfico 04 — Interacao entre os tratamentos e os tempos

150000

125000

TEMPD
T
1600001 T2

Média

TS000 9

COAZULD BTCR ETCRPCLFLGA BTCPRCLPLGADDN
GRUPD



100

O modelo atendeu aos requisitos de normalidade e homocedasticidade
(Grafico 01 — Anexo Il). A normalidade foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk (p
> 0,05) e a homogeneidade entre as variancias pelo teste de Levene (p > 0,05).
As comparacdes multiplas foram realizadas usando correcdo de Bonferroni.

Na Tabela 02, os tempos foram fixados e 0s quatro tratamentos
comparados.

Ao nivel de significancia de 0,05, a Unica diferenca notavel € entre os
tratamentos Coagulo e BTCP no T2 (p < 0,05). Porém, é importante dizer que,
apesar de ndo haver diferenca estatisticamente significante entre os grupos,
para os diferentes tempos, houve sim diferenca na area de neoformacéo 0ssea,

sendo que em T1, o Grupo 04, foi o que apresentou o melhor resultado nesse

quesito.
Tabela 03 — Comparacéo dos tratamentos fixando os tempos
Tempo Contraste P-valor
T1 Coéagulo - BTCP 1,000
T1 Coégulo - BTCP/PCL/PLGA 1,000
T1 Coégulo - BTCP/PCL/PLGA/DOX/BCD 1,000
T1 BTCP - BTCP/PCL/PLGA 1,000
T1 BTCP - BTCP/PCL/PLGA/DOX 1,000
T1 BTCP/PCL/PLGA - BTCP/PCL/PLGA/DOX/BCD 0,822
T2 Coégulo - BTCP 0,006
T2 Coégulo - BTCP/PCL/PLGA 0,310
T2 Coagulo - BTCP/PCL/PLGA/DOX/BCD 0,069
T2 BTCP - BTCP/PCL/PLGA 0,391
T2 BTCP - BTCP/PCL/PLGA/DOX/BCD 0,953

T2 BTCP/PCL/PLGA - BTCP/PCL/PLGA/DOX/BCD 1,000
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6 DISCUSSAO

Tendo como base os principios de liberacdo controlada de farmacos, de
Engenharia Tecidual associada a polimeros biodegradaveis e bioceramicas
como suporte mecanico, além da concentracdo ideal que favorecesse a
atividade osteogénica da Doxiciclina, o presente estudo prop6s a avaliacdo do
composito de DOX, encapsulada em BCD em matrizes de PCL/PLGA/ BTCP, in
Vivo.

Neste presente estudo, levantou-se a hipotese de que o compadsito de DOX,
e seus demais componentes, favoreceriam a neo-formacdo 6ssea em modelo
animal, pés exodontia de molar superior em ratos.

Para caracterizacdo e padronizacdo desse modelo de reparo 0sseo,
inicialmente foi realizado um estudo piloto observando-se parametros
histol6gicos dos alvéolos de ratos tratados com diferentes concentracées do
compasito de DOX, nos periodos de 14 e 28 dias. Os critérios para delineamento
dos periodos foram baseados nos trabalhos realizados por Carvalho e Okamoto,
(1985), entre outros (GORUSTOVICH et al., 2008; BARO et al., 2013;
KUROSHIMA et al., 2013; ABREU et al., 2013). Esses autores descreveram que
0 processo de reparo do alvéolo tem inicio imediatamente apds a exodontia,
sendo o alvéolo preenchido por coagulo sanguineo. Esta se constitui em etapa
essencial no reparo tecidual, uma vez que o coagulo formado por plaquetas,
transporta uma série de fatores de crescimento necessarios aos eventos de
remodelacdo e reparo 6sseos. Nas fases seguintes, morfologicamente sdo
consideradas quatro etapas principais: a fase de proliferacdo celular, fase de
desenvolvimento e maturagao do tecido conjuntivo, sendo o processo encerrado
com a fase de maturacdo 6ssea (VIEIRA et al., 2015).

Quando da analise da neoformacédo Ossea, em relacdo aos diferentes
tempos considerados, notamos que a amostra apresentou, principalmente para
0 Grupo 4 (BTCP/PCL/PLGA/DOX/BCD), aos 14 dias, uma maior area de
preenchimento 6sseo do defeito, com trabeculado denso e maduro em sua
grande parte, contrastando com areas de 0sso recentemente depositado, como
mostrou a coloracdo de Masson. Esse dado corrobora com o encontrado por

Gomes, (2015), que em seu estudo testando o efeito da DOX no mesmo modelo
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animal a autora afirma que o 14° dia apOs a cirurgia é caracterizado por
apresentar extensas areas de neoformacdo Ossea, circundadas por tecido
conjuntivo fibroso e com discreto infiltrado inflamatorio.

De acordo com o mesmo estudo de Gomes, (2015), e corroborando com
outros autores (YONEDA et al., 2014; GHALAYANI et al., 2014) que afirmam que
aos 14 dias ja podemos encontrar 0sso maduro no terco apical do alvéolo e osso
imaturo preenchendo o alvéolo em sua porcdo coronal, o que também foi
observado para este tempo operatério no grupo teste (Grupo 4 -
BTCP/PCL/PLGA/DOX/BCD) do presente estudo.

Shahabooei et al., (2015), estudaram e quantificaram a neoformacao 0ssea
em defeitos de maxilas de ratos pds exodontias e afirmaram entre a segunda e
a quarta semana nenhuma diferenca significativa no percentual de neoformacéo
0ssea € observada, assim como Naghsh et al., (2018), que em seu estudo de
modelo animal igual ao do presente trabalho afirmaram que ja esta demonstrado
que 14 dias ap0Os a extracdo dentaria em ratos € o tempo médio de maxima
formacéo de volume Gsseo nos alvéolos. Essas informagfes se somam aos
achados do nosso estudo, no qual para o Grupo 04, com DOX, percentualmente
ndo houve diferenca significativa na area de neoformacdo Ossea quando
comparamos T1l e T2 (14 e 28 dias), o que sinaliza uma possivel maior
efetividade do sistema de liberacdo controlada do farmaco nos primeiros dias do
reparo 6sseo. Porém, quando analisamos 0s demais grupos controles, notamos
qgue houve diferencas, mesmo que nao estatisticamente significativas, entre os
tempos operatérios inclusive para o grupo coagulo, o que vai de encontro ao
descrito pelo autor acima citado.

O processo de reparo 0sseo alveolar ocorre por primeira intencao e é
caracterizado por uma resposta fibroproliferativa onde ocorre a expresséao de
diversos fatores de crescimento envolvendo a proliferacao e diferenciacao de
fibroblastos, osteoblastos e células endoteliais. Do ponto de vista molecular,
nessa etapa, ocorre ativacdo dos macrofagos linfocitos e células endoteliais,
via estimulo de INF-y, nas fases iniciais (7° ao 14° dia ap0s a exodontia) desse
processo, levando a uma acentuacdo na expressdo de citocinas pré
inflamatorias. Entre elas, TNF-a € uma classica citocina responsavel pela
inducéo da transmigragéo de células inflamatodrias, justificando o influxo de

leucdcitos para o tecido de granulacdo desencadeado pelo trauma tecidual
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(LIEBERMAN et al., 2002; SCHMIDT-BLEEK et al., 2012; VIEIRA et al., 2015).
Esse fenbmeno orquestra o processo de reparo em todas as suas etapas de
angiogénese (LIENAU et al., 2009), remocao de tecido de granulacdo e
formacao 6ssea (JAHANGIRI et al., 1998; VIEIRA et al., 2015).

Estudos mostraram que, para ocorrer as fases de transi¢ao e substituicao
do tecido de granulacéo por tecido conjuntivo, devera ocorrer a reducao do
processo inflamatério e sua persisténcia acarreta um atraso nesse processo
(CARDOSO et al., 2011; KIM et al., 2012). A resolucéo do processo inflamatorio
€ compreendida e necesséria para o avanco do reparo e posterior neoformacao
0ssea no alvéolo dental (MAAHS et al., 2011). Estudos clinicos e experimentais
mostraram que a reacdo inflamatéria produz efeitos deletérios sobre o
remodelamento 6sseo, induzindo a um incremento na reabsorcéo e decréscimo
da formacgéo (BRIOT; ROUX, 2015).

De acordo com Rubin e Gorstein (2006), a fase de reparacdo 0ssea inicia-
se na primeira semana e é caracterizada por reducdo na expressao de células
de inflamacéo aguda e diferenciacdo de células pluripotentes em fibroblastos e
osteoblastos. Foi verificado nos alvéolos dos ratos tratados, uma atividade da
DOX na sequéncia de eventos que concorrem para o processo de reparo do
alvéolo dentario submetido a exodontia. Ao considerar a presenca, tipo e
intensidade de infiltrado inflamatério, foi observado no Grupo 01 (Coagulo), por
exemplo, presenca de infiltrado leucocitario misto, porém predominantemente
mononuclear (linfécitos e macréfagos) de intensidade leve a moderada,
enquanto que o tratamento com DOX reduziu discretamente o infiltrado
inflamatorio leucocitario, caracterizado histologicamente como infiltrado leve
porém de mesmas caracteristicas, corroborando com o estudo de Gomes et
al., (2017). E possivel que o tratamento com DOX colabore no processo de
reparo 0sseo, pois a modulagdo do processo inflamatorio, acelera a
remodelacdo 0ssea apos perda dentaria (YONEDA et al., 2014).

Ha na literatura, diversas referéncias as propriedades da DOX sobre a
expressao de muitos dos fatores que interferem na evolucdo do processo de
reparo 6sseo alveolar. Moutsatsos et al., (2001) e Lucateli et al., (2018)
mostraram que a DOX é capaz de controlar a expressao de BMP-2, regular o

processo de angiogénese e a diferenciacdo osteogénica tanto in vitro como in
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vivo, sugerindo que esse anélogo de tetraciclina possui atividade sobre a
formacéo e regeneracao 0ssea.

Franco et al., (2011) confirmaram em modelo de calvaria em ratos, a eficacia
de DOX sobre osteoclastogénese sinalizada por RANKL, inibindo a acéo
enzimatica da MMP-9. Neste mesmo estudo, foi observada in vitro que DOX
modula a expressdo de mRNA de marcadores funcionais dos osteoclastos,
incluindo fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP) e catepsina K.

Em cultura de células com células mesenquimais, Baniwal et al., (2012),
concluiram que DOX favorece e controla a diferenciacdo dos osteoblastos e
indiretamente a diferenciacdo de osteoclastos, por aumentar a expresséao de
RUNX-2 em pré- osteoblastos.

O presente trabalho demonstrou que a andlise histoquimica pode ser
considerada uma importante ferramenta de estudo nessa area, sendo eficaz
por fornecer uma avaliacdo diferenciada da expressdo e da localizacdo de
proteinas envolvidas no processo de reparo 6sseo, fornecendo, portanto,
informacdes complementares as obtidas na analise histomorfométrica. Assim
como no trabalho de Naghsh et al.,, (2018), onde foi demonstrado que a
presenca de Doxiciclina e Eritromicina, diminuiram a contagem de células
osteoclasticas marcadas por TRAP a partir do dia 7 do pds operatério, o
presente estudo demonstrou que, quando comparado ao Grupo 01 (Coagulo)
e com o préprio Grupo 04 (BTCP/PCL/PLGA/DOX/BCD), aos 14 dias (T1), o
Grupo 04 (BTCP/PCL/PLGA/DOX/BCD), aos 28 dias (T2) apresentou uma
contagem muito diminuida de células osteoclasticas marcadas
histoquimicamente por TRAP, sugerindo um recrutamento inicial dessas
células, quando do inicio do processo de reparo, sendo a presenca e/ou
diferenciacdo destas inibidas com a liberacdo do farmaco em questéo (DOX).

No presente estudo, pudemos observar que o pico maior de neo-formacéo
Ossea relacionada a presenca de DOX, e que pode corroborar com os dados
da literatura acima mencionados, se deu até os 14 dias e se manteve,
percentualmente, na analise com 28 dias. Tal episodio pode ser justificado pelo
fato de o sistema de liberacao de drogas utilizado ter sido mais eficiente durante
esse primeiro periodo, mantendo a Doxiciclina disponivel localmente e, por
consequéncia, sendo seus efeitos locais melhor observados e as taxas de

osteogénese aumentadas, corroborando com o estudo de Limirio et al., (2015),
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que afirma que o sistema de liberacdo controlado de drogas, em especifico
com o uso de DOX, tem sim influéncia nas taxas de neo-formacao 6ssea no
reparo de alvéolos pds exodontia em modelo animal de ratos. Dados estes que
estdo de acordo com o estudo Alenzi et al., (2017), no qual o autor afirma que
num modelo animal com ratos, o uso de carreadores nanoestruturados para a
disponibilizacdo local de tetraciclinas em defeitos 0sseos, os melhores
resultados foram observados entre 2 e 4 semanas, no maximo, de pos
operatorio, ndo sendo observados melhores efeitos apos esse tempo.

E valido citar, ainda, que muitos estudos relacionam a eficiéncia da DOX,
com relacédo ao seu potencial osteogénico, com sua concentracdo. De acordo
com Gomes et al., (2007) e Park et al., (2012), doses mais baixas de DOX,
podem resultar em efeito positivo na diferenciacéo de células osteprecursoras,
sendo ainda um efeito nao citotoxico para os estudos in-vitro, doses de até 10%
de concentracdo. O presente estudo, amparado nessas informacdes, e em
concordancia com o uso de um sistema de liberacdo controlada do farmaco,
optou por doses de 5%, imaginando que a disponibilizacdo da droga no sitio
local, por mais tempo, compensaria a diminuicdo da concentracdo da mesma
no compaésito.

E necessario citar ainda que os achados do estudo in-vitro de Trajano et
al., (2012), no qual os autores citam se tratar de um composito biocompativel
e nédo citotoxico foram confirmados no estudo in-vivo para o modelo animal em
guestdo. No presente estudo pudemos observar particulas remanescentes do
biomaterial rodeadas por células viaveis e sem observarmos reacao de corpo
estranho, além de infiltrado inflamat6rio compativel com o grupo controle e
trabeculado 6sseo neoformado totalmente viavel.

Sao necessarios estudos adicionais para avaliar com maior amplitude o
comportamento da DOX, em defeitos alveolares. Observa-se que como limitagéo
do trabalho, a padronizacédo exata dos defeitos parece néo ter sido de influéncia
crucial para os resultados, apesar da dificuldade sob um campo operatorio
restrito. Imagina-se que, a adicdo de outros grupos controle, por exemplo a
associacdo de DOX a bioceramica, poderiam elucidas melhor o efeito do farmaco
frente ao seu potencial de neo-formacgéo 6ssea em defeitos alveolares no modelo
animal. Apesar de contrariar 0s preceitos experimentais atuais, um maior nimero

de grupos controle comparativos para 0 composito poderia enriquecer mais 0s
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resultados estatisticos e, quem sabe, nos elucidar melhor sobre os efeitos
ostegénicos do composto testado. E valido considerar, ainda, que o tamanho das
particulas do biomaterial utilizado poderia ser testado, hovamente, optando-se
por particulas menores, minimizando-se assim, talvez, o fechamento parcial do
epitélio em alguns animais e diminuindo, quem sabe, o tempo para reabsorgcéo

das mesmas.
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7 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos nas condicbes experimentais deste

estudo conclui-se que:

a.

Os compésitos utilizados (BTCP/PCL/PLGA/DOX/BCD) se mostraram
biocompativeis e ndo citotdxicos, com células viaveis presentes e
intimamente relacionadas as particulas recentes do material e sem a
presenca de reacOes de corpo estranho, nos diferentes tempos
analisados;

O modelo de defeito 6sseo alveolar, pode ser considerado eficaz devido
a simular com mais proximidade as condi¢cdes ideais de esforgos
mastigatorios e presenca de microbiota oral. Observa-se que mesmo
com essas condicdes o grupo teste demonstrou comportamento
satisfatorio, sendo a resposta osteogénica compativel com o delineado

pela literatura e discutido ao fim deste trabalho;

Quando em relacao ao infiltrado inflamatdrio presente, se comparado 0s
diferentes grupos, nos tempos avaliados, esse se apresentou semelhante
qualitativamente leve, inclusive para o grupo experimental, com DOX,
que se mostrou com o um infiltrado inflamatério muito discretamente

diminuido;

A analise histomorfométrica, mostrou que a incorporacdo de DOX ao
compoésito melhorou/aumentou a area ésseo neoformado, aos 14 dias,
guando comparado aos grupos controle. Verificou-se que aos 28 dias
essa area se manteve estavel, porém com trabéculas 6sseas mais

maduras e estruturadas, quando também comparada aos demais grupos;

A imunomarcacéao das células osteoblasticas se mostrou menos presente
para o grupo tratado com o compdésito contendo DOX. Porém, quando
comparados os tempos, para todos os grupos, observou-se um menor
namero de ceélulas marcadas por imuno-histoquimica para T2, quando

comparado a T1.
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O composito estudado, com a adicdo de DOX, se mostrou vantajoso e
promissor para 0 uso clinico reabilitador, quando pensamos em
manutencdo da dimenséo do rebordo alveolar e/ou reconstrucédo apdés
perdas Osseas por diferentes motivos ou até mesmo para reabilitacdo
com implantes osseointegraveis. E importante citar que a manutencéo
pos exodontia, apenas do coagulo sanguineo, pode piorar o prognostico,
aumentando as taxas de reabsorcdo, por este, muitas vezes, néo
apresentar resisténcia mecanica que impeca, por exemplo, a reabsorcéo
fisiolégica de tdbuas vestibulares pouco volumosas, como é o caso das

maxilas anteriores, por exemplo.
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ANEXOS

Anexo |

Tabela 01 — Descricdo dos dados e média simples por grupo, separados
por tempo (Tl e T2)

Anélise com 14 dias — T1:

Grupo/Rato Osso Neoformado - area pm? Percentual Média

Grupo

Gl/R1 99423.5 50%

G1/R 1l 93909.9 46%

G1/ R I 67318.3 34%

Gl/RIV 27445.5 14% 36%
G2/R | 63643.2 32%

G2/R Il 101155.0 50%

G2/ R I 57775.1 29%

G2/R IV 35370.1 17%

G2/RV 55956.5 28%

G2/ R VI 78149.6 39% 32.5%
G3/R 1 104477.2 52%

G3/RI 21669.1 11%

G3/R 1 64973.7 33%

G3/R IV 67766.2 34%

G3/RV 77534.9 38%

G3/R VI 29154.5 15% 30.5%
G4/R | 17384.2 9%
G4/R Il 117468.6 58%
G4/R 1lI 109493.1 55%



G4/R IV
G4/RV
G4/R VI

Analise com 28 dias — T2:

Grupo/Rato Osso Neoformado - area pm?

Grupo
G1/R 1
G1/R 1l
G1/R 1
G1/R IV

G2/R |

G2/R I
G2/R 1l
G2/R IV
G2/RV
G2/R VI

G3/R |

G3/R I
G3/R 1l
G3/R IV
G3/RV

G4/R |

G4/R I
G4/R 1
G4/R IV
G4/RV

79237.8

120689.2
102123.4

200035.6
119387.9
161471.7
180144.8

178150.9
51982.0
10439.0
26739.7
173692.4
94479.8

157555.9
99790.3
108889.9
79107.3
81913.9

89013.6
16345.3
126546.8
127689.8
61016.0

40%
61%
51%

Percentual

73%
60%
78%
90%

78%
26%
5%
13%
86%
47%

78%
49%
54%
39%
41%

44%
8%

64%
65%
30%

126

47%

Média

73.25%

42,5%

52,2%



G4/R VI

Anexo Il

Sample Quantiles
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Gréfico 01 — Modelo QQ, indicando distribuicdo normal da amostra,

Anexo Il

evidenciando a presenca de outliers.

47%

Tabela 02 — Descricdo dos dados, média, desvio padrdo, minimo e maximo,
separados por tempo (t1 e t2), de cada grupo experimental.

Média Tempo

DP Tempo (pm2)

Minimo (pm?2)

Maximo (pm?2)

Tratamento (pm2)
T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2
Codgulo 72.024,3 151.851,9 32.858,9  25.668,6 27.4455 119.387,9 99.423,5 180.144,8
BTCP 65.341,6  89.347,3  22.330,0  73.042,2 35.370,1  10.439,0 101.155,0 178.750,9
BTCP/PCL/PLGA 60.929,3 105.450,5 30.939,5 31.649,4 21.669,1 79.107,3 104.477,2 157.555,9
BTCP/PCL/PLGA/DOX  91.066,1  92.643,2  39.001,0 46.963,2 17.384,2 16.345,3 120.689,2 135.247,9
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A Tabela 03 mostra os resultados da analise de variancia. Os resultados indicam

gue nao héa diferenca entre as meédias dos tratamentos (p>0,05) . Entretanto, a

meédia obtida no periodo de 14 dias foi diferente da média obtida no periodo de

28 dias (p< 0,05). Nenhuma interagéo foi observada entre tratamento e tempo (p
> 0,05).

Tabela 03 — Analise de Variancia considerando tratamentos entre si,
tempos entre si e tratamento X tempo.

Soma de

N Soma de Estatistica
Fonte de Variacao GL Quad. P-valor
Quadrados 1= F
Média
Tratamento 3 6,6%10709 2,2%10°09 1,248 0,307
Tempo 1 1,2¥10710 1,2¥107°10 6,759 0,014
Tratamento*Tempo 3 7,9*%10°09 2,6%10°09 1,501 0,231
Residuos 35 6,2¥10°09 1,8%10°09

Tabela 04 — Comparacéao dos tratamentos fixando os tempos

Comparagao dos tratamentos fixando os tempos

Tempo Contraste Estimativa Estatistica T P-valor
T1 Coégulo - BTCP 6.683 0,303 1,000
T1 Codgulo - BTCP/PCL/PLGA 11.095 0,502 1,000
T1 Coégulo - BTCP/PCL/PLGA/DOX -19.042 -0,862 1,000
T1 BTCP - BTCP/PCL/PLGA 4.412 0,223 1,000
T1 BTCP - BTCP/PCL/PLGA/DOX -25.724 -1,302 1,000
T1 BTCP/PCL/PLGA - BTCP/PCL/PLGA/DOX -30.137 -1,525 0,822
T2 Coégulo - BTCP 94.118 3,601 0,006
T2 Coégulo - BTCP/PCL/PLGA 46.401 2,021 0,310
T2 Coagulo - BTCP/PCL/PLGA/DOX 59.209 2,680 0,069
T2 BTCP - BTCP/PCL/PLGA -47.717 -1,909 0,391
T2 BTCP - BTCP/PCL/PLGA/DOX -34.909 -1,443 0,953
T2 BTCP/PCL/PLGA - BTCP/PCL/PLGA/DOX 12.807 0,618 1,000




Tabela 05 — Comparacao dos tempos, fixando os tratamentos

Comparagao dos tempos fixando os tratamentos
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Tratamento Contraste Estimativa Estatistica T P-valor
Coégulo T1-T2 -79.828 -3,299 0,002
BTCP T1-T2 7.608 0,314 0,755
BTCP/PCL/PLGA T1-T2 -44.521 -2,148 0,039
BTCP/PCL/PLGA/DOX T1-T2 -1.577 -0,080 0,936




