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RESUMO

O presente estudo avaliou o efeito da associacdo do &cido hialurénico(HA) com a
administracao sistémica de doxiciciclina em doses subantimicrobianas(DOX) no reparo
0sseo alveolar de ratos diabéticos. 56 ratos Wistar foram utilizados neste estudo. A
diabetes foi induzida em metade dos animais com uma dose Unica de estreptozotocina
(60mg/kg) e considerados diabéticos quando a glicemia fosse igual ou superior a
250mg/dl. Apds confirmacdo do estado diabético, metade dos animais normais e
diabéticos receberam tratamento sistémico com DOX, iniciado 1 dia antes do
procedimento cirdrgico e mantido por 10 dias ap6és a cirurgia. Todos os animais foram
submetidos a extracdo de ambos primeiros molares inferiores e os tratamentos (soro ou
HA), distribuidos de forma randomizada nos alvéolos. Trinta dias apds a cirurgia 0s
animais foram sacrificados e as mandibulas radiografadas para avaliacdo da densidade
radiografica. Os animais diabéticos tratados com DOX e DOX+HA tiveram reparo
semelhante aos animais normais sem qualquer tratamento (p>0,05). Entre os animais
diabéticos, os tratamento com DOX e DOX+HA trouxeram beneficios para o reparo,
quando comparados aos animais diabéticos sem tratamento (p<0,05), no entanto os
grupos anteriores comparados entre si ndo apresentaram diferencas significantes
(p>0,05). Dentro dos limites deste estudo, o tratamento com doxiciclina em doses
subantimicrobianas é benéfico para o reparo 6sseo dos animais diabéticos, mas a

associacdo com o HA nao trouxe beneficios adicionais a DOX.
PALAVRAS-CHAVE

Reparo 6sseo, diabetes, doxiciclina, acido hialurénico
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ABSTRACT

The present study evaluated the effects of associating hyaluronic acid (HA) with
systemic treatment of subantimicrobial dose doxycycline (DOX) on alveolar bone repair
in diabetic rats. Fifty-six Wistar rats were included in this study. Diabetes was induced in
half of the animals with a single dose of streptozotocin (60mg/kg) and were taken as
diabetics when blood glucose levels were 250mg/dL or higher. After diabetic state was
confirmed half of the normal and diabetic animals underwent systemic treatment with
DOX starting 1 day before and following for 10 days after surgery. All animals had both
lower first molars removed and the sockets were randomly treated with saline or HA.
Thirty days post-surgery the animals were sacrificed and the mandibles radiographed
for analysis of radiograph bone density. Diabetic animals treated with DOX and
DOX+HA showed similar healing when compared to normal animals with no treatment
(p<0.05). Among diabetic animals, DOX and DOX+HA treatments showed improved
healing when compared to untreated diabetic animals (p<0.05), the comparison
between DOX and DOX+HA showed no significant differences (p>0.05). Within the
limits of this study subantimicrobial dose doxycycline treatment benefits osseous repair
in diabetic animals, but its association with HA did not provide additional benefits to

DOX treatment.
KEYWORDS

Bone repair, diabetes, doxycycline, hyaluronic acid.
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1. INTRODUCAO

A Diabetes Mellitus € uma doenca metabdlica caracterizada pela hiperglicemia
gue leva a complicacbes agudas e crénicas no organismo. Alguns sintomas comuns da
diabetes séo: sede excessiva, aumento do volume da urina e micgdes, fadiga, tontura,
visdo borrada, aumento do apetite, perda de peso.

A diabetes mellitus é uma sindrome complexa que na cavidade oral se associa a
xerostomia, aumento de niveis salivares de glicose, com aumento de incidéncia de
carie (Baishi & Wolfinger, 1999), além de alteracbes nos tecidos periodontais de
suporte.

O metabolismo ésseo dos diabéticos é prejudicado, através do efeito direto da
hiperglicemia ou do efeito da doenca vascular que aparece ao longo do tempo (Shyng
et al., 2001). O colageno é principal componente protéico do tecido conjuntivo e sua
producdo estd reduzida nos diabéticos. Complicacdes crdnicas surgem envolvendo
defeitos no tecido conjuntivo, como cicatrizacao deficiente e formacdo 6ssea reduzida
(Spanheimer et al., 1988).

O reparo do osso alveolar é considerado por completo quando o alvéolo se
encontra totalmente preenchido por trabéculas 6sseas bem definidas e a crista 0ssea
remodelada. Nessa etapa final existe um equilibrio dindmico osteoclastico-
osteoblastico e esse tecido 6sseo se encontra em condi¢des de suportar novos

estimulos (Okamoto et al., 2002).

E importante considerar que o processo de reparo alveolar em ratos exibe,
microscopicamente, a mesma sequéncia evolutiva observada nos humanos. Assim

sendo, podemos transportar esses resultados para o ser humano, lembrando, contudo,
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gue a cronologia do reparo no rato é aproximadamente trés vezes mais rapida
(Carvalho, 1980).

Extracbes dentais, implantes dentais e enxertos 0sseos, sdo alguns dos
procedimentos odontolégicos que muito dependem de um bom reparo 6sseo, e que
sdo bastante frequentes na atualidade.

O &cido hialurdnico, também conhecido como hialuronato ou hialuronan, € um
componente essencial da matriz extracelular e exerce muitos papéis importantes na
formacao e reparo dos tecidos (Laurent & Fraser, 1992; Fraser et al., 1997). Sasaki &
Watanabe (1995) verificaram que o acido hialurbnico aumenta a atividade
osteoblastica in vitro através do aumento da diferenciacdo e migracdo das células
mesenquimais. A aplicacdo local também mostrou estimular a diferenciacdo e
migracao de células mesenquimais e musculares in vivo. Ele apresenta papel bastante
importante na morfogénese, migracdo e diferenciacdo celulares. Muitos estudos tém
indicado que a utilizacdo de acido hialurdnico exdégeno pode ser benéfica na
cicatrizacdo (King et al., 1991; Aslan et al., 2006).

A doxiciclina € uma substancia medicamentosa do grupo dos antibacterianos, e
€ resultante de uma modificacdo quimica da molécula de tetraciclina. Alélm dos seus
efeitos antibacterianos a doxiciclina tem sim usada em subdoses, as quais nao
apresentam efeitos antimicrobianos. Estudos demonstram que em subdoses a
doxiciclina é capaz de inibir a colagenase e o colapso de colageno, incluindo o colapso
gue ocorre durante a reabsorcdo O0ssea. A maioria dos estudos in vivo e in vitro
executados nos Udltimos anos mostrou que as tetraciclinas com propriedades

anticolagenoliticas tém um efeito positivo no reparo 6sseo (Alkan et al., 2002)



A habilidade das tetraciclinas, e da doxiciclina em particular, em inibir a atividade
das MMPs (metaloproteinases da matriz) foi identificada primeiramente no principio
dos anos 80 (Golub et al., 1983,1985; Ramamurthy & Golub, 1983). A principal funcéo
das MMPs é catalisar a destruicdo das proteinas das células das membranas
plasmaticas ou da matriz extracelular (Birkedal-Hansen et al., 1993; Ryan & Golub,
2000), que é formada por proteinas colagenas e nao-colagenas (Salvi & Lang, 2005).
Os mecanismos nao-antimicrobianos diretos e indiretos das tetraciclinas inibem a
atividade das MMPs, impedindo a destruicdo do tecido conjuntivo e reabsorcdo do
0sso (Ryan & Golub, 2000).

Como é sabida, a capacidade de reparo em diabéticos encontra-se reduzida,
desta maneira supomos que o uso da doxiciclina em doses subantimicrobianas, um
modulador da resposta inflamatéria, associado a acdo tdépica do gel de &cido
hialurénico possa promover uma melhora no reparo 0sseo alveolar de um modelo
animal de diabetes melitus.

A avaliacdo do processo de cicatrizacdo dos alvéolos dentais pode ser feita pela
avaliacao radiografica (Bodner et al., 1993) e histolégica e histométrica (Pereira et al.,
2007). Avaliacdes radiograficas da densidade éssea de alveolos tém sido utilizadas
(Bodner et al., 1993) e trazem as vantagens de serem mais baratas e rapidas que a

avaliacao histoldgica, considerada padréo ouro (Pryor et al., 2005).

Desta maneira, 0 presente estudo se propoem a avaliar os efeitos da
associacao entre o gel de acido hialurénico a 1% e o tratamento sistémico com
doxiciclina em dose subantimicrobianas no reparo 0sseo alveolar em um modelo

animal de diabetes.



2.REVISAO DE LITERATURA

2.1. Reparo 6sseo alveolar

Vérios estudos que tém avaliado tratamentos diversos em tecidos 6sseos com
objetivo de acelerar o processo de reparo 6sseo (Bodner et al.,1993; Baishi &
Wolfinger, 1999; Shyng et al., 2001, Pereira et al., 2007), Estes tratamentos podem se
concentrar em uma ou mais das seguintes fases do processo de cicatrizacao:
inflamacéo no pds-operatério, a proliferacdo e migracao de células mesenquimais com
producdo de matriz 6ssea e remodelacao 0ssea.

ApOs a extracdo dental, a formacdo do coagulo sanguineo é um passo
fundamental para as fases seguintes do reparo alveolar. A formacédo de uma rede de
fibrina fornece uma matriz para a migracao e organizacéo dos linfocitos, macrofagos e
neutrofilos, caracterizando a fase aguda da resposta inflamatéria.

A migracéo de células inflamatdrias e fibroblastos é observada no alvéolo dental
de ratos, principalmente no terco apical. Os fibroblastos sintetizam fibras de coldgenos
finas que se unem aos capilares neo-formados para dar origem ao tecido de
granulacao. As células mesenquimais, que se originam de remanescente de ligamento
periodontal e osso medular, diferenciam-se em células osteoblasticas que secretam a
matriz 6éssea. E finalmente,o reparo alveolar resulta em uma rede espessa de 0Sso
trabecular, contendo pequenos espacos medulares.

Um estudo realizado por Pereira et al., (2007), mostrou que o processo de
reparo alveolar em ratos pode ser dividido em trés fases: fase inicial (1 a 5 dias),
durante o qual a organizacdo do codgulo é concluida e o alvéolo esta parcialmente

coberto por epitélio; fase de formacao 6ssea (5 a 20 dias); e fase de remodelagédo do



0sso (20 a 60 dias), onde 0 0sso jovem amadurece e o rebordo alveolar é remodelado.

2.2 Diabetes

Diabetes mellitus é uma doenca metabdlica caracterizada por um aumento
anormal de acucar no sangue. A glicose € a fonte principal de energia do organismo,
mas quando em excesso, pode trazer varias complicacées a saude. As complicacbes
cronicas do diabetes mellitus envolvem defeitos no tecido conjuntivo, tais como ma
cicatrizacdo e diminuicao da formacao 6ssea (Friedman et al., 1994).

Ramamurthy & Golub (1983) concluiram em seu estudo que os tecidos
conjuntivos dos seres humanos diabéticos e dos animais experimentais apresentam
anormalidades no metabolismo do colageno, incluindo um aumento da producao de
enzimas colagenoliticas. Apos a inducdo da diabetes com estreptozotocina em ratos,
extratos de tecidos foram avaliados quanto a atividade da colagenase. Observou-se
gue houve aumentou na atividade da colagenase nos extratos da gengiva e da pele
destes animais.

Spanheimer et al., (1988) realizaram um estudo em que a diabetes foi induzida
em ratos, pelo modelo da estreptozotocina, e a producéo de proteinas colagenas e nao
colagenas foi avaliada nos ossos parietais e na cartilagem articular dos mesmos.
Houve menor producao de proteinas colagenas nos 0ssos e na cartilagem articular dos
ratos diabeticos quando comparados ao grupo controle. Em contrapartida ndo hou
reducdo na producdo de proteinas ndo colagenas. Assim concluiram que a diabetes

esta associada com uma diminuigdo acentuada na produgéo do colageno.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Metabolismo
http://pt.wikipedia.org/wiki/A%C3%A7%C3%BAcar

Shyng et al., (2001) avaliaram o efeito da diabetes mellitus sobre a cicatrizacéao
ossea. A formacado ossea foi medida no fémur, na tibia e na calota craniana dos ratos.
O volume do osso esponjoso e a formacéo 6ssea no fémur foram reduzidas no grupo
dos ratos diabéticos, indicando um defeito na mineralizacdo 6ssea ou na formacao do
osteoide.

O metabolismo 0sseo € prejudicado na diabetes, a longo prazo, através do
efeito direto da hiperglicemia ou através do efeito da doenca vascular, (Shyng et al.,
2001).

Tem sido proposto como causas da cicatrizacdo desorganizada de feridas nos
ratos diabéticos a deficiente formacédo de colageno, o espessamento da membrana
basal capilar, e mecanismos de defesa do hospedeiro deficientes resultando em
invasdo bacteriana (Shyng et al., 2001).

O reparo 0sseo alveolar é atrasado na diabetes mellitus devido a insuficiéncia
do processo de cicatrizacdo. Uma das razbes para a ma cicatrizacdo pode ser uma

resposta avascular anormal (Shyng et al., 2001).

2.3. Doxiciclina

Doxiciclina € uma substancia medicamentosa do grupo dos antibacteriandos,
sub-grupo cloranfenicol e tetraciclinas. Recentemente, as tetraciclinas tém sido usadas
para tratar defeitos 0sseos experimentais, pois apresentam propriedades
anticolagenoliticas e efeitos positivos sobre o processo de cicatrizacdo (Alkan et al.,
2002).

Estes antibacterianos inibem diretamente a atividade da colagenase (e



possivelmente outras enzimas colagenoliticas) presente nos tecidos do hospedeiro,
resultando em uma taxa reduzida de ruptura de colageno (Golub et al., 1983).

As metaloproteinases da matriz (MMPs) tém sido associadas como as
responsaveis pela degradacdo do colageno durante a reabsorcdo 0ssea mediada por
osteoclastos. Por isso a importancia terapéutica de se controlar o nivel de inibidores de
MMPs. Inibir as MMPs resulta diretamente num bloqueio ou retardo da destruicao de
proteinas do tecido conjuntivo. (Ryan & Golub, 2000).

A capacidade das tetraciclinas, e em particular da doxiciclina, em inibir a
atividade das MMPs foi identificada pela primeira vez no inicio dos anos 1980 (Golub et
al. 1983, 1985; Ramamurthy & Golub, 1983).

Golub et al., (1983) observaram no experimento com ratos diabéticos que a
admnistracdo de minociclina (também do grupo das tetraciclinas) retardou a perda de
colageno da pele e do osso alveolar. Os dados da pesquisa sugerem que a terapia
com a tetraciclina inibe a atividade colagenolitica nos tecidos resultanto em menor
degradacéao do colageno.

Golub et al.,, (1985) analisaram o efeito das tetraciclinas (minociclina e
doxiciclina) sobre a atividade da colagenase em bolsas periodontais humanas e
animais diversos. Ambas tetraciclinas reduziram em 70% a atividade colagenolitica no
fluido gengival, durante as semanas iniciais do tratamento. Este estudo continuou
apoiando a hipétese de que as tetraciclinas podem ser terapéuticamente Uteis no
tratamento das doencas periodontais, caracterizadas por excesso da quebra de
colageno.

Alkan et al., (2002) avaliaram histomorfometricamente o efeito da administracéo



sistémica da doxiciclina sobre a cicatrizacado de defeitos 6sseos em tibia de ratos. Aos
trinta dias de pos-operatorio ndo houve diferenca estatisticamente siginificante entre os
grupos diabético e controle quanto a quantidade de osso neoformado. Ou seja
conseguiu-se manter uma proximidade histomorfométrica entre o reparo 6sseo dos
ratos diabéticos e dos normais.

Salvi & Lang (2005) fizeram uma revisdo dos mecanismos bioldgicos e da
utilidade clinica das terapias que modulam as respostas dos hospedeiros nas doencas
periodontais. Estudos clinicos demonstraram que o uso da doxiciclina em doses

subantimicrobianas teve resultados promissores no tratamento da periodontite cronica.

2.4. Acido hialurdnico e seus beneficios na cicatrizag&o

Acido hialurénico (HA) é um polissacarideo encontrado em todos os tecidos e
fluidos corporais dos vertebrados, e em algumas bactérias E um polimero linear de alto
peso molecular, abundante no tecido conjuntivo. Vérias funcdes fisiolégicas tém sido
atribuidas ao HA incluindo a lubrificacdo, a homeostase da agua, efeitos de filtragem e
regulacéo da distribuicdo de proteinas plasmaticas (Fraser et al., 1997).

Estudos tém demonstrado que o HA auxilia no processo de reparacdo de
tecidos moles e 6sseos. Entre as propriedades de reparo, encontra-se a facilitagcdo da
migracéao e diferenciacdo celular durante a formacéo e reparacao tecidual (Aslan et al.,
2006).

Os dados disponiveis na literatura indicam que o HA atua principalmente
localmente, em combinagdo com a ferida, promovendo a cicatrizacéo e estimulando a

formacdo de calos 6sseos (Aslan et al., 2006). Alguns relatos clinicos afirmam que o



HA tem papel de regular as reacdes inflamatérias (Laurent & Fraser, 1992).

King et al. (1991) testaram a influéncia da HA na cicatrizac&o de feridas feitas na
mucosa jugal de ratos. Neste estudo foi demonstrado que o HA exdgeno melhorou a
perfusdo da microcirculacdo no local do reparo tecidual e acelerou o fechamento da
ferida .

Sasaki e Watanabe (1995) utilizando defeitos na cortical do fémur de ratos,
obtiveram resultados que sugerem que o HA é capaz de acelerar a neoformacéo 0ssea
por meio da diferenciacdo das células mesenquimais.

Aslan et al. (2006) confeccionaram defeitos na tibia de coelhos e avaliaram a
associacdo do HA com enxerto 6sseo. No grupo controle apenas o enxerto 6sseo foi
colocado no defeito, j& no grupo teste, o enxerto 6sseo era previamente combinado ao
HA. Concluiram que os defeitos preenchidos com HA e enxerto 0sseo tiverem maior
neoformacéo 6ssea que o0 grupo controle.

Mendes et al. (2008) avaliaram os efeitos do HA no processo de cicatrizacao
alveolar de ratos. Os primeiros molares superiores foram extraidos e tratados com gel
de HA a 1% ou ndao tratados. A analise histolégica mostrou que o tratamento com HA
induziu uma deposicdo 6ssea trabecular precoce, resultando em uma matriz éssea
mais organizada em 7 e 21 dias ap0s a extracdo dental. Esses resultados sugerem que
o HA acelera o processo de cicatrizacdo nos alvéolos dos ratos, estimulando a

expressado de proteinas osteogénicas.



3. OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da associacdo entre a
aplicacdo topica do gel de acido hialurénico a 1% e o tratamento sistémico com
doxiciclina em doses subantimicrobianas no reparo 6sseo alveolar em um modelo

animal de diabetes.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Caracteristica da Amostra

Foram utilizados 56 ratos adultos, machos, da raca Wistar, pesando entre 250 e
350g. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas com acesso a comida e agua
ad libitum durante todo o periodo experimental. Todos os procedimentos foram
executados de acordo com as normas éticas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e foram submetidos a aprovacdo pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) do Instituto de Biologia da UNICAMP -
Bioterismo da UNICAMP (CEMIB). sob o niumero de protocolo: 1808-1
4.2. Inducao a Diabetes

Os animais, com 4 semanas de idade, foram pesados para o céalculo do volume
correto da solucéo de estreptozotocina. Apés um periodo de 16 horas de jejum, exceto
agua ad libitum, os animais receberam, por via intraperitoneal, uma dose Unica de
estreptozotocina (STZ) dissolvida em tampao citrato (0,01M; pH 4,5), na concentracao
de 50-60mg/Kg do animal. A alimentacdo foi restituida aos animais 1 hora apos a
administracdo da droga e da solucéo salina.

Apods 48 horas foi avaliada a glicemia dos animais com o uso de um glicosimetro
(Accu-Chek Blood Glucose Meter). Os animais foram considerados diabéticos no caso
da glicemia ultrapassar 250 mg/dl.

4.3. Procedimento Cirargico

Antes da cirurgia, os animais foram pesados e de acordo com seu peso

corporeo foram anestesiados com solugdo de ketamina (1ml/Kg/IM) e cloridrato de

xylasina (0,3 ml/kg/IM). Cada animal foi posicionado em aparato de Doku e com um
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hollemback infantil o tecido gengival ao redor dos primeiros e segundos molares
inferiores foi divulcionado e um espacador digital endodéntico foi introduzido entre os 2
molares inferiores para a luxacédo do 1° molar. Uma pinca Kelly curva foi utilizada para
a extracdo dentaria. Nao foi necessaria odontosseccao. Apos a extracdo o gel de HA
foi aplicado e o animal, durante o restante do efeito da anestesia, permaneceu em
decubito ventral, o que permitiu um tempo de aproximadamente 30 minutos, de contato
do gel com o alvéolo.
Os animais foram divididos em 8 grupos :
1) Diabético com doxiciclina e soro no alvéolo
2)Diabético com doxiciclina e acido hialurénico(AH) no alvéolo
3)Diabético sem doxiciclina e com soro no alvéolo
4)Diabético sem doxiciclina e com AH no alvéolo
5)Normal com doxiciclina e soro no alvéolo
6)Normal com doxiciclina e AH no alvéolo
7)Normal sem doxiciclina e com soro no alvéolo
8)Normal sem doxiciclina e com AH no alvéolo

O tratamento com doxiciclina teve inicio um dia antes do procedimento cirdrgico,
onde uma dose de 30mg/kg, via subcutanea (v.s.), foi administrada. O tratamento teve
continuidade por 10 dias, com uma dose diaria de 15mg/kg (v.s).

Decorridos 30 dias apds o procedimento cirdrgico, os animais foram pesados e
sacrificados através de aprofundamento da anestesia com ketamina e cloridrato de
xylasina. Apés tal procedimento, as mandibulas foram dissecadas e divididas pela

sinfise mandibular em hemi-mandibulas. As pecas coletadas foram fixadas em
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formalina neutra a 4% em tampéao fosfato (pH 7,2).

As mandibulas foram, entéo, radiografadas com o sistema de radiografia digital
direta, Digora® (Soredex, Tuusula, Finland). As imagens obtidas foram avaliadas
guanto a densidade éssea presente na regido do alvéolo, com o auxilio do programa
ImageJ® 1.38 (NIH, USA) e os resultados obtidos foram comparados estatisticamente
entre os grupos. Dois avaliadores, cegos para os diferentes tratamentos, avaliaram a
densidade radiografica dos defeitos, e os resultados obtidos foram comparados para

avaliar a consisténcia dos resultados.

#lmage]
F

ile Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

B C||o]<| 4]+ AR [] 2|®[swfste|er] 2] 4] )]

x=0.53, y=0.08, value=112

Figura 1. Imagem radiografica sendo analisada no programa ImageJ®. Regido

quadriculada referente a &rea analisada para determinacdo da densidade radiografica.
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4.4 Anélise estatistica

O teste T de Student foi utilizado para comparar os parametros glicemia e peso,
entre os animais diabéticos e os normais.

Para analise do parametro densidade radiogréafica, o teste ANOVA one-way foi
utilizado para comparacdo das médias entre os tratamentos dentro do mesmo grupo
animal, e quando diferencas estatisticas foram detectadas o teste de Tukey foi utilizado
para detectar as diferencas.

Os diferentes tratamentos no grupo dos animais diabéticos foram comparados
ao tratamento controle dos animais normais por meio do teste T de Student.

Para todas as andlises o nivel de significancia utilizado foi de 5%. Todas as
analises foram realizadas com ajuda do software GraphPad Prism 5 for Windows
(GraphPad Software Inc, California, USA). Os valores encontram-se descritos como

meédia + desvio padréo.
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5. RESULTADOS

5.1. Peso e Glicemia

Os animais diabéticos, no inicio do experimento, apresentaram valores menores
para o parametro peso, em comparagcdo aos animais normais, uma das indicacfes da
condicdo diabética dos mesmos (Tabela 1). Ao final do experimento a mesma
diferenca foi observada.

Quanto ao parametro glicemia, os animais diabéticos apresentaram valores
significativamente maiores que 0s animais normais (p<0,05), uma das principais

indicacdes do estado diabético destes animais (Tabela 1).

Tabela 1. Média e desvio padrdo dos valores iniciais e finais de peso (g) e glicemia

(mg/dL) para animais diabéticos e normais.

Peso Inicial Peso Final Glicemia Inicial Glicemia Final

Diabético 200,7 £ 34 Bb 268,1 £46,9Ba 398,5+ 49,7 Bb 479,9 +£103,3 Ba
Normal 297,27 + 68,2 Aa 410,27 + 47 Aa 148,75 + 36,3 Aa 143,3 + 44,3 Aa

Médias seguidas de letras mailsculas distintas na vertical diferem entre si pelo teste t de
student (p<0,0001). Valores seguidos de letras minusculas na horizontal diferem entre si pelo
teste t de student (p<0,0001).

5.2. Densidade Radiografica

Entre os animais normais, a aplicacao tépica de &cido hialurénico (HA) néo
resultou em densidade radiografica maior que os animais sem tratamento (controle)
(p>0,05). O tratamento sistémico com doxiciclina foi capaz de aumentar a densidade
radiografica da area em cicatrizacdo em relacdo tanto ao grupo controle quanto ao HA
(p<0,05). A aplicacéo tépica do HA associada ao tratamento sistémico com doxiciclina

também mostrou valores significativamente maiores em comparacdo aos grupos
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controle e HA, no entanto tal tratamento ndo mostrou diferencas em relacdo ao
tratamento Unico com doxiciclina (p>0,05), mostrando que a adicdo do &cido
hialurénico ndo trouxe beneficios para os animais normais.

Os animais diabéticos se beneficiaram do tratamento com o HA quando
comparados aos animais nao tratados (p>0,05). O tratamento sistémico com
doxiciclina e sua associacdo com o acido hialurénico foram superiores aos grupos
controle e HA (p<0,05), no entanto a associacdo doxiciclina-HA ndo mostrou diferencas
significativas em relacdo ao grupo com tratamento Unico com doxiciclina (p>0,05),
demonstrando, semelhante aos animais normais, que o HA ndo trouxe beneficios
adicionais ao tratamento com a doxiciclina.

Quando os diferentes tratamentos nos animais diabéticos foram comparados ao
grupo de animais normais sem tratamento observamos que apenas o grupo diabético
sem tratamento apresentou diferenca significativa (p<0,05), mostrando que o0s
tratamentos testados nos animais diabéticos trouxeram beneficios para estes animais.

Tabela 2. Média e desvio padrdo da densidade radiogréafica (pixels) de acordo com o

grupo animal e tratamento.

GRUPO
TRATAMENTO NORMAL DIABETICO
CONTROLE 9287+16C 81,2+14C*
HA 92,75+1,7C 88,76 +19B
DOX 110,3+35A 96,82 A
DOX+HA 108 + 6,6 A 9457+ 1,8 A

Médias seguidas de letras maisculas distintas, na vertical, diferem entre si pelo teste ANOVA
one-way (p<0,05). Médias seguidas por * diferem em relacdo ao tratamento controle do grupo

normal pelo teste t de Student ndo-pareado (p<0,05).
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6. DISCUSSAO

O objetivo do presente foi avaliar os possiveis beneficios da associacdo do
acido hialurénico em gel com a administracéo sistémica de baixas doses de doxiciclina.
Devido aos diferentes estudos na literatura reportarem efeitos positivos no reparo
0sseo do tratamento topico com &cido hialurénico (Mendes et al, 2008) bem como o
uso de doses subantimicrobianas de doxiciclinas (Alkan et al, 2002) supomos que a
associacao destes dois agentes beneficiaria o reparo nos animais diabéticos.

O reparo 6sseo € prejudicado na diabete mellitus, particularmente devido ao
aumento do colapso do colageno. Recentemente, a tetraciclina tem sido usada para
tratamentos experimentais em defeitos 6sseos porque tém propriedades anti-
colagenoliticas, e efeitos positivos no processo de reparo foram obtidos (Alkan et al.,
2002). Resultados semelhantes foram obtidos no presente estudo, onde observamos
diferencas significativas entre o grupo diabético tratado com a doxiciclina(96,8+2 pxIs)
€ 0 grupo sem tratamento (81,2+1,4 pxIls).

O acido hialurénico (HA) é um componente essencial da matriz extracelular e
auxilia na formacéo e reparo dos tecidos (Laurent & Fraser, 1992; Fraser et al, 1997).
Aslan et al. (2006) mostraram efeitos positivos no reparo de defeitos 6sseos em tibias
de coelhos.

Os resultados encontrados para 0s animais normais quanto ao tratamento com
0 HA nao corroboram com os resultados obtidos no estudo de Mendes et al (2008), no
gual o tratamento com o acido hialurénico foi benéfico para o reparo 6sseo alveolar. No
entanto, os autores do estudo anterior realizaram avaliacdo histologica, diferentemente

do presente estudo que realizou apenas avaliacao radiogréafica. Pelo fato da avaliagdo
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radiografica ndo ser o método mais sensivel para detectarmos diferencas no reparo
0sseo entre 0s grupos devemos realizar a avaliacdo histoldgica para definirmos o real
padrao de cicatrizacao resultante dos diferentes tratamento testados.

Estudos na literatura avaliando a aplicacdo do acido hialurénico em defeitos
0sseos em animais diabéticos ndo sdo encontrados desta maneira nos cabe
caracterizar o padrdo de cicatrizacdo destes defeitos tanto com a avaliacao

radiografica quanto com a avaliacdo histélogica.
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7. CONCLUSAO

Dentro dos limites do presente estudo, podemos concluir que a associacao da
doxiciclina sistémica com a aplicacéo topica do acido hialurénico trouxe beneficios ao
reparo 0sseo alveolar dos animais diabéticos com resultados comparaveis aos animais

nao-diabéticos.
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ANEXO
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Comissio de Etica na Experimentacdo Animal
CEEA/Unicamp

CERTIFICADO
Certificamos que o Protocolo n® 1808-1, sobre “Efeitos da associacdo entre

ezm_alngl.ar_om_m_mm sob a responsabclidade de Prof. Dr.
Antdnio Wilson Sallum /| Beatriz de Brito Bezerra, esta de acordo com os
Principios Eticos na Expenmentagio Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de

Experimentacao Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissao de Etica
na Experimenta¢ao Animal — CEEA/Unicamp em 06 de abril de 2009.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 1808-1, entitled “Effects of the association

between hyaluronic acid and subantimicrobi do ine on aveolar
bone repair_in_diabetic rats", is in agreement with the Ethical Principles for

Animal Research established by the Brazilian College for Animal Experimentation
(COBEA). This project was approved by the institutional Committee for Ethics in
Animal Research (State University of Campinas - Unicamp) on April 6. 2009.

Campinas, 06 de abnl de 2009

.i_‘,_‘uv-AfA PP 7 11““1“.‘} ’\‘;5‘-‘\,"’_—,". .
\ Profa. Dra. }\na Maria A.' Guaraldo Fatima Alonso
Presidente Secretarnia Executiva
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