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RESUMO

SILVA, Erotides Capistrano da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
marco de 2009. Hidroxiapatita sintética em alvéolo dentario apos
exodontia em Felis catus: Estudo clinico, radiolégico e
histomorfométrico. Orientadora: Andréa Pacheco Batista Borges. Co-
orientadores: Claudio César Fonseca; Roberto Lopes de Souza e Luiz
Gonzaga Pompermayer.

A biocompatibilidade de um material depende de suas
caracteristicas, como também da espécie e do ambiente receptor. A fim de
avaliar a resposta biologica da hidroxiapatita sintética (HAP-91) nos
alvéolos dos felinos, essa foi implantada apdés exodontia do terceiro pré-
molar inferior direito e mantida por meio de uma membrana de celulose
bacteriana. No lado esquerdo, os alvéolos foram apenas recobertos com a
membrana de celulose bacteriana, formando o grupo controle. Para tal,
foram utilizados doze gatos, compondo dois grupos de igual niumero, o
grupo tratado (n=12) e o grupo controle (n=12), realizados na mesma
unidade animal. Foram realizadas avaliacdes clinicas diarias por uma
semana e, apos esse periodo, a cada 15 dias até a completa cicatrizacao.
Foram realizadas também avaliacdes radiograficas logo apos a cirurgia e
aos 8, 21, 30 e 50 dias. Para realizacdo da histologia e histomorfometria,
os grupos foram divididos em trés subgrupos. No grupo 1, foi realizada a
bidépsia aos oito dias apos a implantacdo; no grupo 2 aos trinta dias e no
grupo 3 aos 50 dias. Clinicamente 0s animais voltaram a comer
normalmente racdo Umida logo apds a recuperacdo anestésica, sem sinais
de dor ou desconforto apds os procedimentos cirargicos. A cicatrizacdo da
ferida cirargica ocorreu de forma satisfatoria, sendo que a membrana de
celulose bacteriana auxiliou a reparacdo da gengiva e evitou a saida
precoce da hidroxiapatita, permanecendo na maioria dos animais até o 8°
dia. Radiograficamente aos 50 dias todos apresentaram radiopacidade
6ssea homogénea. A andlise histoldgica e histomorfométrica, observou-se
um adiantamento do processo do reparo do 0sso alveolar nos 8 primeiros
dias no grupo tratado quando comparado ao grupo controle, e um atraso
aos 30 dias; porém, aos 50 dias, ambos apresentavam uma porcentagem

de tecido 6sseo semelhantes e morfologicamente normal. Nas condi¢bes
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de trabalho conclui-se que a HAP-91 é biocompativel e integra-se ao
tecido 6sseo alveolar, podendo ser utilizado em felinos.
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ABSTRACT

SILVA, Erotides Capistrano da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
March, 2009. Hydroxyapatite in Felis catus dental sockets: Clinic,
radiographic and histomorfometric studies. Adviser: Andréa Pacheco
Batista Borges. Co-advisers: Claudio César Fonseca; Roberto Lopes de
Souza and Luiz Gonzaga Pompermayer.

The biocompatibility of a material depends on their characteristics,
as well as of the species and of the environment recipient. In order to
evaluate the biological response of the synthetic hydroxyapatite in dental
alveoli of felines, that was implanted in the right inferior third premolar tooth
after extraction and maintained through a bacterial cellulose membrane. In
the left side, the alveoli were just covered with a bacterial cellulose
membrane (designed as a control group). For the present study, twelve
cats were used. The animals were arranged into two groups, the treated
group (n=12) and the control group (n=12), accomplished in the same
animal unit. Daily clinical evaluations were took over for a week.
Afterwards, clinical evaluations were carried out at 15 days intervals until
complete cicatrisation. Also, radiographics evaluations were carried out
after the surgery and at 8, 21, 30 and 50 days post surgical. For the
histological and histomorfometrical analysis, the groups were divides in
three subgroups. In the group 1, the biopsies were carried out eight days
followed the implantations; while in the group 2 were done at 30 days post
surgery and in the group 3 at 50 days. The animals started to eat wet
feedstuff soon after the anesthetic recovery time, without clinical signs of
pain or discomfort. The healing of the surgical wound happened in a
satisfactory way, and the bacterial cellulose membrane aided the repairing
of the gum and it avoided the lost of the hydroxyapatite, it remained in the
majority of the animals until the 8" days. Radiographs taken 50 days post
surgery presented homogeneous bone radiopacity. The histological and
histomorfometrical analysis showed an improvement of the process of the
alveolar repair in the first 8 days in the treated group when compared to the

control group and a delay to the 30 days, however to the 50 days both
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presented a percentage of bone tissue similar and morphologically normal.
Under the study conditions, the conclusion is that the HAP-91 is
biocompatible and it integrates into the alveolar bone, so it could be used in

felines.
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1.INTRODUCAO

O campo de biomateriais é uma area cada vez mais explorada, pois
h& muito interesse dos cientistas na utilizacdo desses para uso biolégico.
Para que tais materiais possam ser utilizados, é necesséario conhecer a
sua biocompatibilidade, sendo que a utilizacdo em experimento animal visa
fornecer dados sobre o seu comportamento em meio bioldgico. Essa
utilizacdo é de interesse do médico veterinario, ja que a forma com que o
organismo vai reagir em contato com um biomaterial depende de inUmeros
fatores tais como suas caracteristicas intrinsecas, da tarefa que ele se
propde, da toxicidade, do tipo de tecido hospedeiro e do tipo especifico de
organismo receptor (Hench, 2006).

Muitos materiais, naturais ou sintéticos, tém sido desenvolvidos
para resolver problemas de afeccbes 6sseas nos homens e nos animais
(Eid et al, 2001). Dos 300.000 produtos para uso na area da saude, 0s
biomateriais ocupam uma parte importante, sendo que no ano de 2000 o
mercado mundial de biomateriais foi estimado em 23 milhdes de dolares,
ultrapassando US$ 40 bilhdes em 2005. Na medicina humana, os maiores
gastos com biomateriais sdo as areas cardiovasculares (variando de 56 a
80%  correspondendo a equipamentos biomédicos, proteses
endovasculares e valvulas cardiacas), seguido pela area ortopédica (de 20
a 36% correspondente a proteses, principalmente para procedimento de
artroplastia) (Soares, 2005).

Na ortopedia, foca-se sua utilizagdo principalmente em perdas de
tecido 6sseo e consolidacdo de fraturas (Carlo et al, 2009). Na
odontologia, os desafios sdo encontrar biomateriais ideais na substituicdo
Ossea para tratamentos diversos, como defeitos ésseos, aumento do
rebordo alveolar, lesBes osteoporoticas, deformidades maxilofaciais e
defeitos dsseos periodontais (Zendbio et al, 1998).

Na odontologia veterinaria, o desafio maior € em relacdo a perda do
0sso alveolar, sendo traumas acidentais, traumas cirurgicos devido as
extracbes dentérias e, principalmente, a doenga periodontal algumas das
causas desta perda 6ssea (Emily et al, 1999; Duarte et al, 2006).

Dentre os biomateriais utilizados na ortopedia e na odontologia, as
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ceramicas de fosfato de calcio se destacam pela similaridade com a matriz
0ssea em sua composicao. A hidroxiapatita € a mais utilizada dentre as
ceramicas (Pereira et al, 2006) sendo biocompativel, bem tolerada pelos
pacientes e ndo téxica (Arakaki et al, 1995).

A biodegradacdo desta ceramica depende de muitos fatores que
variam entre espécies, tais como os fatores bioldégicos da fagocitose,
presenca de leucdcitos e mediadores quimicos que causam reducdo local
do pH (Pereira et al, 2006), o que podem interferir na proliferacdo 6ssea.
Os felinos sdo semelhantes fisiologicamente em muitos aspectos com o
cdo, porém o conhecimento cientifico sobre o sistema imunoldgico felino é
incompleto (Harvey, 2006), o que torna necessario o estudo da resposta
biologica em relacéo aos biomateriais.

Outro campo em crescente estudo € o da regeneracdo tecidual
guiada - (RTG), também conhecida como regeneragcdo tecidual
controlada, repovoamento celular ou cicatrizacéo dirigida, que consiste de
tratamento regenerativo onde se utiliza uma barreira fisica oclusiva sobre o
defeito 6sseo, impedindo que tecidos moles invadam a area protegida e,
ao mesmo tempo, permitindo que células osteogénicas das margens
O0sseas produzam 0sso no espaco delimitado (lamaguti et al, 2007). A
regeneracdo Ossea pode ser inibida pela proliferacdo rapida dos
fibroblastos no interior do defeito e uma osteogénese limitada ocorre
guando esses séo instalados, impedindo a colonizagcédo da ferida cirdrgica
pelos osteoblastos (Macedo et al, 2003).

Varios tipos de barreiras fisicas tém sido sugeridas para o uso na
RTG, sendo classificadas em duas categorias: reabsorviveis e nao-
reabsorviveis. Dentre as membranas reabsorviveis estdo as membranas
de colageno, membranas de acido polilatico e/ou poliglicélico, membrana
de monbmero de fibrina e elastina. Exemplos de membranas néao-
reabsorviveis sdo as membranas de politetrafluoretiieno expandido e
membrana de celulose (Martins et al, 2001). A caracteristica de uma
membrana ideal inclui ser atOxica; biocompativel; suportar crescimento
tecidual; apresentar uma porosidade adequada com capacidade de
promover barreira contra infeccéo; controlar a perda de fluido e manter um

ambiente umido; reduzir a dor durante o tratamento; promover uma facil
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cobertura do local a ser inserido; possibilitar a introdugao ou transferéncia
de medicamentos; absorver exsudato durante a fase inflamatoria; exibir
alta forca mecanica, elasticidade e conformabilidade; apresentar opgdes
de formatos e permitir uma liberagéo facil e sem dor (Czaja et al, 2006).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento biolégico da
hidroxiapatita sintética (HAP-91), implantado em alvéolos dentarios de
gatos, espécie esta que apresenta uma resposta inflamatoria nao
totalmente esclarecida, como também doencas particulares que acometem
a cavidade oral, levando a perda dentaria e 6éssea, tendo como hipotese
gue a hidroxiapatita possa ser usada como substituto ésseo em alvéolos
de felinos, auxiliando a manutencdo da altura da crista alveolar apés

exodontia.



2.REVISAO DE LITERATURA

2.1. O problema

Além do conhecimento limitado sobre seu sistema imunoldgico
(Harvey, 2006), os gatos apresentam outras particularidades relacionadas
as doencas da cavidade oral. Dentre elas, encontra-se a lesdo de
reabsorcdo odontoclastica felina (LROF), que atinge cerca de 70% dos
gatos domésticos e, apesar de ndo se saber a causa da doenca, acredita-
se ter relacdo com a inflamacéao local (Tilley e Smith, 2003). Outra doenca
muito importante que acomete a cavidade oral dos felinos é a gengivo-
estomatite cronica felina (GECF), que é uma entidade clinica complexa
devido a sua frequéncia, a severidade e carater cronico das lesbes com
frequentes reagudizacdes, sendo os tratamentos disponiveis nédo eficazes
(Niza et al, 2004).

Para ambas as doencas supracitadas, a extracdo dentaria acaba
sendo o tratamento mais indicado, porém, ela leva a perda do 0sso
alveolar. Em alguns casos, na GECF, é necessaria a extracdo dentaria
completa, como nos casos dos animais positivos para imunodeficiéncia
felina (Gorrel, 2007).

A extracdo dos dentes leva a uma notavel tendéncia do 0osso que
anteriormente os sustentava ser reabsorvido, podendo ocorrer também em
individuos normais sem alteracdo do metabolismo mineral. Essa
reabsorcdo pode ser aumentada pelo trauma mastigatorio, sendo o
rebordo alveolar da mandibula mais acometido do que o da maxila
tornando-se delgado e reduzido, levando a sensibilidade a pressao a
formacédo de projecbes 6sseas agudas (Stafne, 1982).

ApoOs a perda dos dentes, a radiopacidade 0ssea da lamina
cortical € diminuida e as trabéculas do 0sso esponjoso tornam-se
mais delgadas, devido a um desequilibrio do processo de
remodelacdo. A reabsorcdo, ou remodelacdo passiva, acaba
predominando sobre a aposicdo, ou remodelacéo ativa, por falta

do estimulo mecanico da oclusao dental. Ocorre também a



reabsorcdo das paredes do alvéolo, agora com a funcdo perdida. O
resultado final é a cicatrizagdo com perda 6ssea. No total, cerca de um
centimetro da altura de cada processo alveolar desaparece em humanos
(Madeira, 2004).

O adelgacamento da mandibula predispbe as fraturas, que
costumam ser de dificil tratamento e apresentar complicacbes como ma-
oclusao, consolidagao tardia, dano iatrogénico durante o reparo da fratura,
efeitos nocivos dos dispositivos empregados sobre o tecido periodontal e
traumatismos as raizes dentarias e estruturas neurovasculares que podem
resultar em desvitalizagdo dos dentes (Verstraete, 2007). As fraturas
mandibulares em gatos sao relativamente comuns em traumas,
principalmente por atropelamento ou queda, como cita Bennett (2006).

Além das preocupacdes odontoldgicas citadas, a manutencao do
rebordo alveolar apOs extracdo para reabilitacdo da funcdo mastigatoria,
defeitos 0sseos maxilares, reparacdo de perdas de tecido 0sseo, lesGes
osteoporéticas e as altas reabsorcdes de enxerto autdégeno levam a longos
estudos a procura de um biomaterial ideal na odontologia (Boeck et al,
1999; Borges et al, 2000; Brandédo et al, 2002; Cehreli et al, 2003;
Fernandes et al, 2004, Carlo et al, 2009).

2.2. Substitutos 6sseos

O termo biomaterial foi definido na Conferéncia do Instituto Nacional
de Desenvolvimento de Consenso em Saude em 1982 como: “Qualquer
substancia (outra que ndo droga) ou combinacdo de substancias, sintética
ou natural em origem, que possa ser usada por um periodo de tempo,
completa ou parcialmente como parte de um sistema que trate, aumente
ou substitua qualquer tecido, 6rgao ou funcdo do corpo” (Helmus e
Tweden, 1995). Elas devem ser degradaveis ou absorviveis ou ambos,
inertes, favorecer o crescimento 6sseo por conducdo e, se possivel, por
inducdo, sendo estas caracteristicas dependentes das propriedades fisicas
e quimicas do biomaterial utilizado (Borges et al, 2000; Vital, 2005).
Embora sejam chamados implantes bioldgicos ou biomateriais, nada ha de

biolégico nestes implantes, a ndo ser o local de implantacdo (Roush,
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2007).

O desafio do campo de biomateriais é que estes substituam tecidos
Vivos nos quais as propriedades fisicas séo resultados de milhdes de anos
de aperfeicoamento, com capacidade de crescimento, regeneracao e
reparo. Assim, todos os materiais utilizados nos organismos representam
um ajuste de caracteristicas e propriedades mais proximas ao tecido
substituido e com resposta toxica minima, sendo o tipo de interagdo entre
tecido-implante dependente do tipo de material e reunida nos seguintes
grupos: toxica, nao-toxica, bioativa e biodegradavel (Hench, 2006). As
caracteristicas de um biomaterial ideal incluem: ser biocompativel, ter forca
suficiente para manter-se durante a cicatrizacdo, boas caracteristicas de
manipulagéo, facil esterilizagdo, ndo alergénico, ndo corrosivo, nao toxico,
nao carcinogénico, ndo teratogénico e baixo custo (Roush, 2007).

Na odontologia, os materiais para implantes e transplantes sao
classificados imunologicamente em: autdgeno (transplante realizado no
mesmo individuo); aldgeno (obtido de outros individuos da mesma
espécie); xenogénico (obtido de uma espécie e transplantada para outra) e
aloplastico (substancia sintética) (Jansen et al, 2006). O osso autdgeno € o
material de escolha nas areas de periodontia e cirurgia para reconstrucao
Ossea e, apesar de apresentar bons resultados, também apresenta
desvantagens (Zenobio et al, 1998), como incisdo separada para coleta,
aumento do tempo de cirurgia, obtencdo de quantidade limitada,
dificuldade de moldar o implante ao defeito 6sseo, risco de complicacdes
no sitio doador e reabsorcao imprevisivel (Kalfas et al, 2001). Transplante
alogeno também é utilizado, porém existe risco de infeccdo e resposta
imunoldgica, o que pode levar a problemas de salde e afetar a qualidade
de vida (Murugan et al, 2003). Os xenoenxertos mais utilizados na pratica
da clinica odontoldgica sdo a matriz mineral 6ssea purificada de origem
bovina e os derivados da matriz do esmalte dos gérme dentario de suinos,
gue pode gerar uma boa vascularizacdo e integracdo no 0sso receptor,
demonstrando eficacia na reparacao 6ssea (Correia e Alves, 2002). As
desvantagens dos xenoenxertos sdo o risco de reacdes imunoldogicas,
transmissdo de doencas infecciosas e incorporacdo bioldgica lenta
(Pinkowiski et al, 1996; Brendolan et al, 2007).
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Considerando as desvantagens supracitadas, 0s estudos com
materiais sintéticos vém crescendo, pois apresentam como vantagens a
disponibilidade, reprodutividade, confiabilidade e a resisténcia mecanica
em alguns casos em relacdo ao bioenxerto (Hench, 2000; Carlo et al,
2009). Dentre os materiais sintéticos, incluem-se os materiais metalicos,
ceramicos e poliméricos biodegradaveis ou nédo (Oréfice, 2006).

Os materiais aloplasticos, assim como 0S 0SsOs sintéticos e
organicos, tém sido utilizados como implantes intra-alveolares em
exodontia que necessite de alveolectomia total, mas podem acarretar
problemas de ordem mecanica e estética na area da extracdo (Santos-
Junior et al, 1992). Os metais sdo muito utilizados na implantodontia
devido sua resisténcia elevada, principalmente da familia do titanio, além
das perspectivas de se utilizar metais da familia do nidbio e tantalo
(Jansen et al, 2000).

A fim de ampliar as possibilidades de utilizagéo de outros materiais
como substitutos na odontologia, varias inovac¢des tém sido apresentadas,
com atencdo especial aos materiais de fosfato de calcio (Zendbio et al,
1998). As ceramicas de fosfato de calcio se destacam entre as
bioceramicas devido a similaridade com a matriz 0ssea, que favorece a
interacdo entre o tecido vivo e o material, com a formacdo de uma ligacao
entre eles. Estas bioceramicas sado precipitadas a partir de solucbes
contendo ions célcio e fosfato, sob condicbes alcalinas ou acidas, e
classificadas através de sua razdo molar Ca/P (Pereira et al, 2006), sendo
muito utilizadas para reparacdo de tecidos duros em ortopedia e na
odontologia (Cehreli et al, 2003).

2.3. Hidroxiapatita (HA)

Dentre as ceramicas de fosfato de calcio, a hidroxiapatita (HA) e o
fosfato tricélcico (TCP) destacam-se entre os principais objetos de estudo
e utilizacdo na area biomédica (Pereira et al, 2006). A hidroxiapatita € um
fosfato de calcio hidratado e o principal componente na fase mineral do

0sso. Ela é o constituinte utilizado pelos vertebrados para compor o

esqueleto devido a capacidade de atuar como reserva de calcio e fosforo,
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2 em diversas

sendo composta por fons como Ca %, Mg #*, Na* e CO ;
concentragOes (Saleh et al, 2004).

A hidroxiapatita sintética tem sido produzida desde o inicio dos anos
70 e utilizada clinicamente desde inicio dos anos 80 (Eanes, 1980; Vital,
2005). Suas caracteristicas quimicas e estruturais possibilitam seu uso
como material biocompativel em implantes e préteses (Eanes, 1980),
tendo como principal indicagdo em preenchimento de defeitos 6sseos,
regeneracao 0ssea (Carlo et al, 2009) e artrodeses (Neto et al, 2004). Tem
sido também, usada em associacdo com polimeros, coadjuvante na
colocacdo de implantes metélicos, equipamentos percutaneos, reparo e
substituicdo de paredes orbitais, substituicio de globo ocular e
recobrimento de implantes metalicos (Daculsi et al, 1999).

Além destas utilidades citadas, existe uma perspectiva e estudos da
utilizacdo de hidroxiapatita como “drug delivery”, isto é, liberagdo de
medicamento controlado como ampicilina e gentamicina (Paul e Sharma,
2003). Combinacdo com fatores de crescimento como BMP (proteina
morfogenética 6ssea) e medula 6ssea para inducao de crescimento 0sseo
tem sido relatado (Fujita et al, 2003).

Na odontologia, ela tem sido utilizada no tratamento de defeitos
0sseos periodontais, aumento de rebordo alveolares, cirurgias ortognaticas
para correcdo de deformidades maxilofaciais (Fernandes et al, 2004),
recobrimento de alguns implantes orais intradésseo (Cehreli et al, 2003) e
em locais de grandes perdas 6sseas (Jansen et al, 2006).

A hidroxiapatita apresenta uma proporcdo de 1,67 entre calcio e
fésforo e sua formula quimica € Cai (POs)s (OH)2 (Pereira et al, 2006;
Roush, 2007). Ela é obtida por precipitacdo em condicbes basicas e
produzida geralmente entre 1100 e 1150° C (Legeros, 2002). A
solubilidade da hidroxiapatita sintética é extremamente baixa e ela pode
apresentar-se em diferentes formas, porosidade, tamanho de cristal,
cristalinidade, entre outros, o que interfere na solubilidade e absorcéo
desta pelo organismo (Saleh et al, 2004). Além de tais caracteristicas do
implante que interfere na solubilidade, fatores do préprio hospedeiro, como
espécie animal, o local de implantacdo e a pressédo biomecéanica sobre o

implante também podem interferir (Pollick et al, 1995; Vital, 2005). Em pH
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5,0, que ocorre até uma semana apos o ato operatério, a solubilidade da
HA é 45 vezes maior que em pH fisioldgico, o que explica a estreita ligacéo
osso-implante (Zendbio et al, 1998).

No laboratério, o tamanho, forma e porosidade da HA podem ser
pré-determinados, sendo também livre de impurezas (Borges et al, 2000).
A concentracdo de Ca pode ser ajustada e substituida por Sr e Mg, por
exemplo, na apatita, assim como a concentracdo de fosfato pode ser
ajustada, sendo substituido por carbonato se desejado (Pereira et al,
2006). A HA pode ndo ser reabsorvivel, caso ela ndo seja calcinada
(Borges et al, 2000). Assim, é possivel obter-se HA desde praticamente
ndo-absorvivel até totalmente absorvivel em meio fisiolégico em funcéo
dos diferentes métodos e condicOes de obtencdo (Saleh et al, 2004). Na
opiniao de Donath (1984), todas as hidroxiapatitas séo reabsorvidas,
porém em diferentes graus de reabsorc¢ao.

Comercialmente, a HA apresenta-se em dois tipos: microgranular
(250 a 1000 pm) e macrogranular (1000 a 2000 um), a porosa ou nao-
porosa (Jansen et al, 2006). O tamanho dos poros da HA deve ser
suficiente para hospedar componentes celulares e extracelulares, tendo
influéncia direta sobre a formacéo do tecido 6sseo. As ceramicas porosas
devem ter poros interconectados com tamanho minimo de 100um, sendo
gue poros maiores que 200um sao necessarios para uma osteoconducao
eficaz (Pereira et al, 2006). Porém, quanto mais porosa, menos resistente
a impactos ela se torna e, no caso dos implantes, para compensar a
porosidade, um aumento da espessura € exigido para compensar a
diminuicdo da resisténcia (Borges et al, 2000; Vital, 2005).

A hidroxiapatita sintética € um dos materiais mais biocompativel
existente. E bioativa, ou seja, estabelece uma ligacdo direta e forte entre
ela e o tecido 0sseo; é osteocondutora, isto €, promove um molde para
favorecimento do crescimento 6sseo dentro de seus poros; ndo é toxica,
nao-inflamatéria e ndo-imunogénica (Borges et al, 2000; Eid et al, 2001;
Murugan, 2003; Duarte et al, 2006; Resende, 2006; Carlo et al, 2009).
Porém, sua propriedade de osteoindugdo ndo foi comprovada (Borges et
al., 2000; Carlo et al, 2009), embora ja tenha sido relatada a formacgéo

6ssea com HA derivado de coral em musculos de babuinos, coelhos e
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cées (Yuan et al, 1999). Ela possui uma resisténcia mecénica pequena,
sendo por isso ndo indicativa em areas onde h& suporte de pesos ou
cavidades Osseas, devendo ser associada a técnica de imobilizagdo em
fraturas (Borges et al, 2000; Fehlberg, 2001; Vital, 2005). A HA é
suscetivel a digestdo bacteriana e ndo pode ser usada em locais
infectados (Roush, 2007).

Embora bons resultados clinicos tenham sido apresentados,
algumas complicac¢des ja foram relatadas, como reacdo de corpo estranho
por falta de reabsorcao e longa permanéncia no corpo (Fujita et al, 2003).
Comportamentos de corpo estranho como encapsulamento por tecido
conjuntivo fibroso, ndo aderéncia ao osso e falta de bioatividade sao
alguns efeitos indesejaveis que podem ocorrer. Outra desvantagem da HA
€ a instabilidade das particulas quando misturadas com solugéo salina ou
sangue do paciente e, em consequéncia, ndo ocorre fixacdo e ha migracao
da mesma para tecidos vizinhos, prejudicando a saude do tecido (Murugan
et al, 2003).

O tecido de granulacdo contendo macrofagos, fibroblastos e vasos
neoformados, além das células gigantes tipo corpo estranho fazem parte
do processo biolégico quando o organismo reconhece no implante um
corpo estranho. Quanto melhor a interacdo com o tecido, menor a resposta
inflamatodria, ocorrendo uma rapida reabsorcdo das células inflamatorias,
gerando uma capsula de tecido fibroso no qual a espessura variavel,
sendo menor quando ha menos trauma mecanico na interface
(Vasconcelos, 2006).

Ha muitos relatos sobre a ligacdo direta da HA com o tecido ésseo,
sem interposicado de tecido conjuntivo (MacNeill et al, 1999; Borges et al,
2000; Carlo et al, 2009). A superficie da HA permite a interacdo de
ligacbes do tipo dipolo e, assim, moléculas de agua, proteinas e colageno
sdo adsorvidas na superficie, induzindo a regeneracao tecidual (Pereira et
al, 2006). Quando as proteinas especificas no plasma adsorvem na
superficie do biomaterial, esta superficie fica reconhecida como parte do
corpo e interagem saudavelmente com as entidades celulares constituintes
do sistema. Neste caso, as proteinas mantém a sua conformacéo original

e apenas as proteinas que apresentam sitios ativos disponiveis, aspectos
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conformacionais nao alterados e densidade de populagdo adequada seréo
biorreconhecidas (adsorcao especifica) (Hench, 2006).

Caso a superficie do material ndo seja reconhecida pelas células,
haverd sinalizacdo para um processo inflamatério que seré resolvido pela
formacdo de uma capsula fibrosa que isolard o biomaterial do corpo. Se
ocorrer tal reconhecimento, inicia-se a colonizagdo da superficie por
células que poderdo proliferar e estimular a regeneracdo dos tecidos,
fixagcdo dos implantes e provocar menor grau de inflamacao (Hench, 2006).
Quanto maior a duracdo do processo inflamatério e quanto mais
especializado for um tecido, menor é a possibilidade dessa regeneracao
celular (Vasconcelos, 2006). A reacao depende do tecido, do organismo e
da espécie e essas reacdes ocorrem dentre 2 a 3 semanas do tempo de
implantagdo (Anderson, 2001). Os mediadores quimicos liberados no
plasma por células e tecidos quando ocorre lesao tecidual e a implantacao
de um biomaterial, sdo rapidamente inativados e destruidos, sugerindo
gue sua acao seja predominantemente no local do implante (Anderson,
2001).

No caso da HA, ao ser implantada no tecido 0sseo, seu meio se
torna &cido e sua superficie carregada negativamente (OH™ e PO3,). Esses
fons combinardo com o Ca *?, formando assim o fosfato de célcio. Com o
acumulo de calcio, a superficie se torna positiva, atraindo assim 0s ions
fosfato, gerando um ciclo (Carlo et al, 2009). Assim, apés reacdes fisico-
guimicas complexas, forma-se uma camada de fosfato de calcio
biologicamente ativa, induzida pela ceramica. Devido a bioatividade da HA,
isto €, a sua capacidade de provocar a formacdo de uma ligacao interfacial
entre tecido vivo e o material, a camada de hidroxiapatita carbonatada na
superficie do implante é formada (Pereira et al, 2006). Ha assim a
continuidade da regeneracdo 0ssea, incorporando-a ao tecido 06sseo,
formando osso trabecular e assim, conseqiientemente, ocorre 0 processo
de formacé&o de novo 0sso e remodelacéao (Vital, 2003).

Alguns pesquisadores afirmam que apés uma extracdo dentéria, o
tecido 6sseo € depositado diretamente na superficie do osso adjacente
nos alvéolos, sem interposicdo de tecido fibroso (Frame et al, 1981;

Oguchi et al, 1995). Porém, had muitos relatos de hidroxiapatita tanto em
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contato direto com o tecido 6sseo (Resende, 1991; Duarte et al, 2006)
como também envolvido por tecido fibroso (Gumaer et al, 1986), que com
o tempo é preenchido por tecido 6sseo. Um dos possiveis fatores dessa
interposi¢do, segundo Hench (2006) s&o as diferentes formas de
apresentacdo da HA, densa ou porosa.

A biodegradacédo da HA ocorre através de acdo osteoclastica e de
macrofagos (Borges et al, 2000). Particulas menores que 10 pm de
diametro sdo capazes de serem fagocitadas por células nucleares
histiocitarias, e o baixo pH dos lisossomas dos macr6fagos consegue
dissolve-las lentamente.(Wang et al, 1994).

Sugere-se que a reabsorcdo da hidroxiapatita ocorra através das
fraturas das bordas das particulas a medida que ocorre formacao de novo
0sso no interior de poros (Oonishi et al, 1997). Segundo Boeck et al
(1999), a contaminacgao proveniente do meio bucal também pode contribuir
para alteracdo na taxa de reabsorcdo da HA, como também fatores
biologicos, respostas a infeccbes em geral e tolerancia do tecido ao

suporte de peso citados por El Deeb et al (1989).

2.4. Utilizacdo de HA no osso alveolar

O uso de biomateriais para melhorar a neoformacdo Ossea
imediatamente apds extracdo dentaria parece atrasar o processo de
reparacao. O uso de HA microgranular, parece ter pouco ou nenhum efeito
comparado ao grupo controle na maioria dos estudos, assim como
também o fosfato tricalcico, Riccinus communis (mamona) e ionédmero de
vidro (Brandéo et al, 2002).

O primeiro experimento com HA em alvéolos dentais, em humanos,
ocorreu ha aproximadamente 28 anos e, seis meses apos a implantacao, a
osteoconducao e o reparo progrediram positivamente. Porém, apds anos,
estudos demonstraram uma reabsorcao peri-implante do osso alveolar
(Denissen et al, 2000)

Boeck et al (1999) concluiram que a HA atrasou a cronologia do
processo de reparo alveolar, apesar da compatibilidade bioldgica, pois a

HA inserida nos alvéolos de ratos foi integrada pelo tecido ao longo do
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processo de reparo.

Zendbio et al (1998) avaliaram o comportamento biolégico de dois
materiais sintéticos de HA, havendo diferenca na formacdo Ossea entre
elas. Apresentando diferentes tamanhos de particulas, a HA com menor
namero de cristais teve sua reabsorcao facilitada, permanecendo uma
pequena quantidade geralmente envolta por tecido conjuntivo, enquanto o
outro material apresentou maior quantidade de tecido 6sseo englobando
as particulas do implante. Eles concluiram que a formacdo O6ssea em
ambos, relacionados ao grupo controle, foram menos significativas.

Brand&o et al (2002) compararam histologicamente o implante de
HA e de HA associada & BMP (Proteina Morfogenética Ossea) em ratos
aos 7, 21 e 42 dias. Eles também notaram que ambos os implantes
causaram um atraso na reparacdo 0ssea, comparado ao grupo controle
(sem tratamento) e a associacao da HA com a BMP néao teve propriedade
osteocondutora.

A HA pode, entdo, requerer uma modificacdo biolégica com um
agente inibidor de reabsorcdo 0ssea uma vez que relatos de reabsorcao
Ossea vertical peri-implante apds anos de implantacdo no osso alveolar
tem sido feitos. Pensando nisso, Denissen et al (2000) incubaram a HA em
uma solucdo de 10? M bifosfonato, com pH 3,49, acreditando na acdo
direta do bifosfonato sobre osteoclastos e assim ocorrendo a manutencao
ossea. Essa HA foi implantada em alvéolos de cabras e concluiram ocorrer
uma completa e efetiva integracdo com o 0sso alveolar, assim como soO a
HA nos animais controle.

Cehreli et al (2003) associaram a HA o PLLA-(-O-CHR-CO-)-n,
formando o Poli (L- lactide)-hidroxiapatita (PLLA-HA), com a finalidade de
obter um melhor ambiente para crescimento celular, melhores
propriedades mecéanicas e um pH estavel durante a degradacdo. Esse
composito foi inserido nos alvéolos dentais de cées e a reparacao 0ssea,
comparada ao grupo controle (alvéolos ndo preenchidos) foi semelhantes.
Concluiram também gque o compdsito auxilia uma nova formacao 6ssea e
pode ser usado para preenchimento.

Fernandes et al (2004) estudaram a associacao do alendronato

soédico (um bifosfonato que inibe a reabsor¢cdo 0ssea) com a HA na

13



reparacao de defeitos na cortical 6ssea externa do corpo da mandibula de
coelhos, concluindo que a associagdo néo interfere na reparagéo 0ssea.

Muitos resultados positivos da utilizacdo da HA sem associacoes
também foram relatados. Duarte et al (2006) utilizaram a HA em defeitos
de 6 X 5 mm na superficie vestibular do processo alveolar de cées e
observou que a HA acelerou o preenchimento de defeito provocado no
mesmo, sendo a neovascularizacéo e a proliferagcédo celular muito maiores
com a presencga de HA.

Batista (2004) realizou levantamentos de seio maxilar em trés
pacientes humanos para posterior colocacdo de implantes, obtendo uma
taxa de sucesso da implantacdo em 83,3% dos casos. Ribeiro Junior
(2004) relatou o sucesso da HA no rebordo alveolar atréfico de paciente
humano, com caracteristicas estéticas e biomecanicas desfavoraveis, além
de doenca periodontal avancada. Devido ao resultado clinico e histologico
positivo obtido, houve um encorajamento do cirurgido-dentista para
colocacao do implante.

Lima et al (2003) observaram o efeito da HA na regeneracéo 0ssea
em defeitos experimentais em furca de dentes de caes, concluindo ser um
biomaterial viavel para esses fins. A HA também €& usada como implante
para restauracdo de areas mutiladas e areas deprimidas que geram

problemas estéticos e de higiene (Bicalho, 2004).

2.5. Membrana de Celulose Bacteriana

A membrana de celulose bacteriana é um polissacarideo, formado
por um homopolimero linear de glicose (CsH1005),, com n variando de 500
a 5000 (Pértile et al, 2007). As propriedades fisicas e mecanicas da
membrana de celulose bacteriana devem a sua estrutura que diferencia
consideravelmente da celulose vegetal (Czaja et al, 2006).

A celulose bacteriana € livre de lignina e hemicelulose, €
extremamente hidrofilica e possui cristalinidade superior a da celulose
vegetal (Barud, 2007). Comparado com outros polimeros biodegradaveis
como o colageno, a chitosana e a gelatina, a celulose bacteriana

apresenta propriedades mecéanicas superiores (Wan et al, 2007). A
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estrutura tridimensional nanométrica da microfibrila cria uma extensa area
gue permite segurar bastante 4gua enquanto mantém um alto grau de
conformacao (hidrofilicidade). O hidrogénio entre estas fibrilas estabiliza
toda a estrutura (Czaja, 2006). Essa rede de fibras finas que a membrana
apresenta é bem resistente a tensdo (Pértile et al, 2007) e apresenta
dificuldade em se dissolver em liquidos devido ao seu alto peso molecular,
a rigidez e a extensa ligacdo com o hidrogénio (Tabuchi, 2007). E
biodegradavel, inerte, atdxica e seletivamente permedavel, agindo como
uma barreira contra microorganismos (Carmo, 1993), mas permitindo a
evaporacao (Wouk et al, 1998). Essas propriedades conferem um amplo
meio de aplicagdo como em industria de papel, téxtil, alimenticia e na area
médica, sendo que nesta Ultima, destaca-se como substituto temporario de
pele nos tratamentos de queimaduras e feridas dificil cicatrizacdo (Barud et
al, 2007).

Devido sua moldabilidade, a celulose bacteriana também esta
sendo usada para tecidos artificiais cardiovasculares e cirurgia de nervos.
Outra vantagem € que a membrana de celulose bacteriana apresenta certa
transparéncia que permite uma observacdao clinica continua da
cicatrizacao tecidual (Czaja et al, 2007), aléem de ser livre de ocorréncia de
infeccdo cruzada, normalmente associada com o colageno (Wan et al,
2007).

Wouk e Souza (1996) compararam a membrana de celulose
bacteriana com diferentes agentes (nitrofurazona, polvidine topico, solucao
salina, soro fetal bovino e acuUcar cristal) sobre a cicatrizacdo de feridas
cutaneas por segunda intencdo em cavalos e constataram que a
membrana de celulose bacteriana favoreceu uma epitelizacdo da ferida
muito superior quando comparada aos demais. Em pele de suinos, cuja
semelhanca com a pele humana é grande, Wouk et al (1998) relataram
gue a membrana de celulose foi mais eficiente se comparada ao
Tegaderm® e o Duoderm®, sendo que a disposicdo de fibrina no leito da
ferida foi mais precoce.

O filme de celulose aplicado sobre a pele também reduz a dor, pois
isola a terminacgao final dos nervos e absorve exsudatos da ferida (Farah,

1990). Ela também facilita o processo de remocao de debris de necrose
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(debridamento autolitico), melhorando o desenvolvimento do tecido de
granulacdo e acelerando o processo de reeptelizacéo (Czaja et al, 2004).
O produto tem sido usado em diversos tratamentos de lesbes de pele
como substituto em tecidos com carcinoma de células basais,
gueimaduras severas, suturas, sitios doadores e receptores de pele
(Fontana et al, 1990) e feridas crénicas como em Ulceras consequentes de
diabetes (Czaja et al, 2006).

O uso da membrana de celulose também foi relatado como indutor
de formagdo de uma neoduraméater na correcdo intra-uterina da
meningomielocele criada experimentalmente em feto bovino (Oliveira et al,
2007), como substituto de duramater em cdes (Mello et al, 1996), em
implante lamelar em cérnea de coelhos (Pippi et al, 1990), em papilas
mamarias de vacas (Marques et al, 1991) e em estudos de regeneracgao de
meniscos, promovendo migracdo celular (Concaro et al, 2007). Em
estudos realizados por Macedo et al (2003) na regeneracao tecidual
guiada em defeitos 0sseos realizados na tibia, a membrana ndo-porosa de
politetrafluoroetileno (PTFE) foi mais efetiva que a membrana de celulose
bacteriana em coelhos, sendo que a primeira proporcionou maior
deposicdo Ossea e menor inflamacdo. Para o tecido cartilaginoso, a
membrana de celulose bacteriana é considerada um material promissor
devido sua alta resisténcia no estado umido e moldabilidade in situ, sendo
observado um crescimento significativo de condrocitos viaveis in vitro
(Svensson, 2005).

Na odontologia, 0 uso da membrana de celulose bacteriana foi
relatado em diferentes ocasides, com o principal intuito de promover RTG
para tratamento de varios tipos de doencas periodontais (Martins et al,
2001). Nos defeitos de furcas mandibulares de classe Il, ela pode ser
utilizada s6é ou em associacdo com enxertos. Simonpietri et al (2000)
realizaram um estudo em 14 pacientes como problema acima relacionado
e utilizaram dois tratamentos, onde em um utilizava a membrana de
celulose bacteriana associado a 0sso inorganico derivado de bovino e, no
outro, a utilizagdo apenas da membrana. Em seu estudo, ambos reduziram
bem a profundidade na sonda odontoldgica e resolucédo do defeito vertical,

nao havendo diferenca entre os grupos. Apenas a resolugao da furca
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horizontal foi significante entre os grupos, sendo maior no grupo tratado
apenas com a membrana, indagando assim se ha uma necessidade real
da associacdo da membrana com outro material. J& Novaes-Junior et al
(1990) utilizaram para tal problema a membrana de celulose bacteriana,
com ou sem a associacao de hidroxiapatita (HA), e houve regeneracédo de
todas as les@es tratadas, sem diferenca entre os grupos. Novaes-Junior et
al (1993) utilizaram a membrana para recobrir implante de titanio, sendo a
HA utilizada como material de enxerto, resultando em formacao 6ssea.

Novos compgdsitos de celulose bacteriana estdo surgindo a fim de
melhorar as propriedades da membrana. Barud et al ( 2006) incorporaram
silica @ membrana, o que causou um aumento na estabilidade térmica do
polimero orgénico, como também aumento na rigidez do compdsito.
Nanoparticulas de prata, com didametro médio de 8nm, foram bem
adsorvidas nas fibras de celulose no experimento de Barud et al (2007),
sendo o interesse da adicdo da prata devido as suas propriedades
antibacterianas. A sintese da HA com a celulose bacteriana também tem
sido estudada (Wan, 2007).

As membranas de celulose bacteriana também podem ser
infundidas com outros componentes terapéuticos que auxiliam na
cicatrizacdo, como antibioticos, antioxidantes, &cido hialurdénico e
guitosana, sendo que esta Ultima retém a umidade por mais tempo quando

comparado a membrana de celulose sozinha (Czaja et al, 2007).
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3.MATERIAL E METODOS

Este projeto foi submetido, analisado e aprovado pela Comisséo de
Etica do Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa
(DVT/UFV) em 20/05/2008 e protocolada como processo n° 10/2008
(anexo 01).

Para que se chegasse a metodologia proposta, um experimento
piloto foi realizado. Neste periodo experimental foi designado o dente a ser
extraido, o tipo de sutura que diminuisse a ocorréncia de deiscéncia, a
alimentacdo pos-operatdria, se possivel realizagcdo de biopsia sem a
necessidade de eutanasia dos animais e qual o melhor método para
executa-la. Foi realizado também o acompanhamento de dor e a
verificacdo do analgésico mais eficaz, além de como oferecer uma melhor
gualidade de vida no poOs-operatério até a completa recuperacdo. Apos
definida a metodologia, iniciou-se o0 experimento.

Para a realizacdo deste experimento, foram utilizados 12 gatos
(Eelis catus), machos e fémeas, sem raca definida, clinicamente sadios, de
aproximadamente 2 anos, provenientes do gatl experimental do
Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vicosa. Os gatos
foram obtidos de trés ninhadas de méaes diferentes e desmamados aos 45
dias aproximadamente, sendo criados sobre as mesmas condi¢cdes, em
ambiente semi-fechado, arejado e com acesso a luz solar, agua a vontade
e racdo comercial balanceada, além de suplementacdo com leite, carne e
vitaminas periodicamente. Os animais foram castrados aos oito meses de
idade, vacinados e vermifugados a cada seis meses.

O tratamento e o controle foram realizadas na mesma unidade
animal, sendo entédo no total 12 animais no grupo tratado e 12 animais no
grupo controle, que foram subdivididos em 3 subgrupos (n=4), para
realizacdo das bidpsias excisionais.

No dia anterior a cirurgia, 0s animais passaram por exames fisicos e
realizou-se hemograma completo. Todos os animais receberam 20 mg/Kg
de amoxicilina, por via intramuscular, 12 horas antes do procedimento
cirargico e foram mantidos em jejum soélido e liquido por 12 horas.

Previamente a cirurgia de extracdo do 3° dente pré-molare inferiore
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direito e esquerdo, foi realizado radiografia com filme intra-oral, utilizando a
técnica do paralelismo, para observar a morfologia da raiz e radiopacidade
do osso alveolar.

Para o procedimento radiogréfico e cirtrgico, foi realizado uma
inducdo anestésica com associacdo de quetamina® 10% + xilazina? 10%
(na proporgédo 10:1, na dose de 0,1 ml/Kg), por via intramuscular. Apos
descarte de anormalidades da cavidade oral e radiografica, os animais
foram intubados e a anestesia de manutencao foi realizada com inalacao
de isofluorano®, em borbulhador universal e circuito semi-fechado. Foi
realizado também um bloqueio do nervo mandibular, no ramo da
mandibula, em ambos os lados, com 1ml de cloridrato de lidocaina* 1%.

Em seguida, uma anti-sepsia da cavidade oral com gluconato de
clorexidine® 0,12% foi realizada. Os animais foram colocados em decubito
lateral, mantendo a cabeca inclinada para assegurar a drenagem de saliva
e de fluido de irrigagéo.

Para o procedimento cirargico, primeiro foi realizado a incisao
gengival e retalhos mucoperiosteais correspondente ao terceiro pré-molar
inferior esquerdo e direito foram criados. Para isso, realizou-se uma
incisdo, com o bisturi n® 15°, correspondente a area do dente extraido
(Figura 1A) e, sem seguida, o retalho foi deslocado com a ajuda de um
sindesmétomo’ (Figura 1B). Com a ajuda de uma broca® diamantada, com
ponta fina, acoplada a um motor de alta rotacéo, foi realizada a odonto-
seccdo. Com uma alavanca, o dente ja dividido foi luxado (Figura 1C), até
o rompimento do ligamento periodontal. Apos a luxacéo, extraiu-se o dente
com leves movimentos por meio de um férceps infantil® (Figura 1D),
realizando o mesmo procedimento que se extrai dentes uniradiculados,
evitando fratura de raiz. Ap6s a extracdo, a altura da crista do 0Sso

alveolar foi mensurada através de um paquimetro.

! Dolalen® - Divisdo Vetbrands Satde Animal. Jacarei- SP, Br.

Z Dopaser® - Divisdo Vetbrands Satide Animal. Jacarei- SP, Br.

® |soforine® - Cristalia Produtos Farmacéuticos LTDA. Itapira-SP, Br.
* Lidocaina 2% - Hipolabor. Sabara-MG, Br.

> PerioGard® - Colgate-Palmolive Company. Sdo Paulo-SP, Br.

® Free-Bac® - P.C.R. — Itajai-SC, Br.

" Golgran Instrumentos Cirdrgicos e Odontoldgicos. Sao Paulo-SP, Br.
& N° 2200 - KG Sorensen Industria e Comércio Ltda. Barueri-SP, Br.

° Golgran Instrumentos Cirdrgicos e Odontoldgicos. Sao Paulo-SP, Br.
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Os espacos alveolares do dente pré-molar inferior direito extraido foi

totalmente preenchido com a hidroxiapatita HAP-91® °

, com a ajuda de
porta amélgama pediatrico. Para o preenchimento dos alvéolos, a HAP-
91® 1° foi misturada a algumas gotas de sangue do préprio animal,
adquirindo uma consisténcia de pasta e facilitando a insercdo e a

acomodacéo nos alvéolos.

Figura 1: Sequéncia da extracdo dentaria de gato submetido a cirurgia
experimental: A. Incisdo gengival. B. Realizacdo do retalho gengival. C.
Luxacao do dente apds odonto-secc¢ao. D. Extracdo com o férceps.

Para evitar a saida da HAP-91 e auxiliar a cicatrizacdo da gengiva,
os alvéolos foram recobertos com uma membrana de celulose bacteriana®
1 As membranas foram recortadas de forma retangular e colocadas
recobrindo totalmente os alvéolos, sendo sua borda inserida
aproximadamente 3 mm sub-gengival, de modo que nado houvesse
possibilidade da hidroxiapatita entrar em contato com a cavidade oral,
evitando a sua saida e contaminacdo (Figura 2). Em seguida, o retalho
mucoperiosteal foi suturado com ponto simples separado, utilizando fio cat-
gut*? 4-0.

O alvéolo do dente pré-molar inferior esquerdo extraido foi
preenchido pelo coagulo que se forma normalmente, e também recoberto

com a membrana de celulose bacteriana'®, sendo realizado na seqiiéncia

0 HAP-91® Ceramina Fosfocélcica — Enxerto Osseo. JHS Laboratério Quimico. Sabara-MG, Br.
1 BioFill ®- Produtos Biotecnolégicos. Curitiba-PR, Br.
12 Categute cromado 4-0 Technofio — Farma Brasileira. Sio Paulo-SP, Br.
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0s mesmos procedimentos do lado direito. As cuspides dos 3° dentes pre-
molares superiores direito e esquerdo foram desgastadas, a fim de evitar

atrito com os pontos de sutura.

Figura 2: Cobertura dos alvéolos dentarios com membrana de celulose
bacteriana em gato submetido a cirurgia experimental (exodontia).

Os cuidados poOs-operatorios incluiram administracdo de sulfato de
morfina®® 0,2 mg/Kg, imediatamente ap6s a recuperacdo anestésica e a
cada 12 horas por via subcutanea, por trés dias consecutivos. Também se
administrou amoxicilina’®, na dose de 20 mg/Kg, a cada doze horas,
durante sete dias por via intramuscular. Os gatos, mantidos em baias
coletivas com dois animais cada, foram alimentados com racdo Umida,
carne moida e agua a vontade por 45 dias. Os animais utilizaram colar
Elizabetano por 21 dias.

A avaliacdo clinica constou da observacao diaria da ferida cirurgica
por sete dias consecutivos ao poés-operatdrio e, ap0s uma semana,
continuou-se a observacao a cada 15 dias, até completa cicatrizacdo. Esse
exame constou da observacdo de fendmenos relacionados com a
evolucdo clinico-cirdrgica considerando: a intensidade da reacéo
inflamatéria por meio da alteracdo do volume local (edema) e a
sensibilidade dolorosa. A sensibilidade dolorosa foi mensurada através da

reacdo comportamental do animal, sendo indicativo de dor a auséncia de

3 Dimorf ® - Cristalia do Brasil. Sao Paulo-SP, Br.
1% \Zetrimoxin L.A.® - Ceva salide animal. Sdo Paulo-SP, Br.
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apetite, postura tensa, tendéncia a esconder, o estado de quietude mais
gue o normal e se tentou fugir / rosnar quando abordado (Tabela 1). Esses
comportamentos foram classificados em graus 0, 1 e 2, como indica a

tabela 2.

Tabela 1: Comportamentos indicativos de dor em gatos submetidos a
cirurgia experimental (exodontia):

Comportamentos

1) Auséncia de apetite

2) Postura tensa

3) Tendéncia a esconder

4) Permanecer mais quieto que o normal
5) Tentar fugir, rosnar

Tabela 2: Tabela esquematica da avaliacdo de dor por meio do
comportamento do paciente submetido a cirurgia experimental (exodontia).

Grau Dor

0 Dor ausente.
Classifica-se nesta categoria quando o0 paciente
apresentar auséncia de todos os comportamentos
indicativos de dor (Tabela 1).

1 Dor discreta a moderada.
Classifica-se nesta categoria quando o0 paciente
apresenta discretamente todos 0s comportamentos
indicativos de dor ou dois dos cinco comportamentos
indicativos de dor (Tabela 1).

2 Dor intensa.
Classifica-se nesta categoria quando o0 paciente
apresenta trés a cinco dos comportamentos indicativos
de dor.

Avaliou-se também a presenca de secrecdo purulenta e a
deiscéncia de sutura, no 8° dia, com 0s animais anestesiados para a
realizacdo da radiografia. As variaveis foram classificadas como ausente
ou presente.

O edema foi classificado em diferentes graus, sendo o grau 1
representado por edema discreto, ou seja, quando houve um pequeno
aumento de volume no local da incisdo cirdrgica; grau 2 representado por
edema moderado, quando o aumento de volume atingiu a regido gengival

do dente extraido, alcancando a regido dos dentes adjacentes e grau 3,
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edema intenso, onde houve presenca de aumento de volume na regiao
gengival dos dentes extraidos, dos dentes adjacentes e dos tecidos moles
adjacentes, resultando em aumento do volume facial.

Foram realizadas radiografias da regido operada, com filme intra-
oral™, utilizando a técnica do paralelismo, imediatamente apés a cirurgia e
aos 8, 21, 30 e 50 dias de pds-operatorio, visando avaliar o processo de
reparacdo dos alvéolos dos dentes pré-molares inferiores extraidos e
preenchidos ou ndo com a hidroxiapatita sintética. Para os procedimentos
radiograficos, os animais foram anestesiados com quetamina'® 10% +
xilazina'’ 10% (na proporcdo 10:1, na dose de 0,1 mil/kg), via
intramuscular. As radiografias foram analisadas quanto a radiopacidade
local em diferentes graus (Tabela 3) em comparacdo ao 0SSO hao
lesionado ao redor, sendo avaliado estatisticamente pelo teste de Mann-
Whitney com p<0,05. Avaliou-se também a presenca de radioluscéncia
peri-implante e reabsor¢cdo do osso alveolar, classificado como presente
ou ausente.

Foram realizadas também analises histolégicas da membrana de
celulose bacteriana e dos alvéolos. Para obter o material alveolar, foram
feitas biOpsias excisionais dos grupos tratados e controles. Para tal, os
gatos foram divididos em trés subgrupos. No grupo 1 (n = 4), as biépsias
foram realizadas aos 8 dias; no grupo 2 (n = 4) as biopsias foram
realizadas aos 30 dias e no grupo 3 (n = 4), as bidpsias foram realizadas
aos 50 dias. Para a realizacdo de cada bidpsia, foi necessaria a extracao
do quarto pré-molar inferior direito e esquerdo. Apds a extracdo, com uma
broca de aco inoxidavel e de ponta diamantada de 10 mm®*®, acoplada a
uma caneta de alta rotacéo™ e sob irrigacdo constante de solucdo salina

isotonica estéril?°

, inseriu-se no primeiro alvéolo do terceiro pré-molar,
descendo aproximadamente 0,5 centimetro. Realizou-se 0 mesmo
procedimento no primeiro alvéolo do quarto pré-molar e, atravessando o

segundo alvéolo do terceiro pré-molar em direcdo ao primeiro corte

15 InSight ® Filme dental — Eastman Kodak Company, Rochester-NY, EUA.
¢ Dopalen® - Diviséo Vetbrands Satide Animal. Jacarei- SP, Br.

7 Dopaser® - Divisdo Vetbrands Sadde Animal. Jacarei- SP, Br.

18 N° 2200 - KG Sorensen Industria e Comércio Ltda. Barueri-SP, Br.

19 Microdent ® Aparelhos Odontol4gicos.

20 Solucio fisiolégica ARBORETO ©.
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realizado no primeiro alvéolo do 3° pré-molar até encontra-lo, retirou-se o
0osso destacado pela broca, obtendo assim um formato retangular de
aproximadamente 0,5 X 1 cm. Este procedimento esta indicado no
esquema da figura 3. JA& as membranas de celulose bacteriana foram
coletadas com uma pinga anatémica aos 8 e 21 dias de pds-operatorio.

Tabela 3: Classificagdo da radiopacidade local do alvéolo em gatos
submetidos & exodontia deste experimento.

Grau Radiopacidade

0 O alvéolo do dente extraido apresentou menor
radiopacidade radiografica, obtendo uma opacidade de
“tecido mole”, classificado como “radiopacidade
ausente”.

1 O alvéolo do dente extraido apresentou opacidade
radiografica maior que o grau zero, sendo, porém
intensamente abaixo da radiopacidade do 0sso
adjacente, classificado como “radiopacidade parcial”.

2 A opacidade do alvéolo do dente extraido foi
considerada discreta em relacdo a radiopacidade do
0sso0 vizinho, sendo sua opacidade reconhecida como
“osso ou mineral”’, porém menos radiopaco que 0 0SSO
alveolar ndo lesionado, classificado  como
“radiopacidade presente”.

3 O alvéolo do dente extraido apresentou radiopacidade
semelhante a radiopacidade do osso alveolar nao
lesionado, com opacidade “osso ou mineral’,
classificado como “radiopacidade éssea continua”.

4 A radiopacidade do alvéolo do dente extraido
apresentou-se maior que ao 0SS0 circunvizinho.

O poés-operatorio seguiu 0 mesmo protocolo utilizado para a
extracdo dentaria, associado ao meloxican® (0,1 mg/Kg, uma vez ao dia)
por trés dias consecutivos, para potencializar o efeito analgésico.

As amostras alveolares obtidas foram fixadas em formol a 10%
tamponado, durante 6 dias e, em seguida, descalcificados em acido
férmico a 10% em tampao citrato, por 7 dias. Apoés total descalcificacédo, os
fragmentos foram lavados em agua corrente por 10 minutos e, entéo,
desidratados em sequéncias crescentes de alcool a 70%, 80%, 90%,

100% (2 passagens) e 100% + xilol, seguido de permanéncia no xilol puro

2L Maxicam® 0,2% - Ourofino Salde Animal Ltda. Cravinhos-SP, Br.
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por 3 horas. As membranas de celulose bacteriana foram fixadas em
formol durante 5 dias. Logo apdés, todos os cortes foram processados pela
técnica rotineira de inclusdo em parafina, seccionados em micrétomo de
rotacdo, com 5um de espessura e montados em lamina de vidro. As
laminas foram coradas pela técnica de hematoxilina e eosina e observadas
ao microscopio 6ptico?.

Os materiais foram analisados qualitativa e quantitativamente
através de microscopia Optica. Na analise qualitativa descritiva
caracterizaram-se 0s tecidos e células presentes em cada amostra,
comparando os grupos. Para a analise quantitativa (histomorfometria),
uma fracdo do material foi estimada por um método de contagem de
pontos, sendo a porcentagem de pontos distribuidos proporcionalmente ao
volume relativo dos elementos da amostra. Para quantificar
percentualmente o tecido 6sseo alveolar, foi utilizada a grade de Merz, que
considera o numero de pontos que insidem sobre a estrutura. Ela contém
10 pontos, marcados sobre 10 linhas sinuosas, formada por uma sucessao
de semi-circulos encadeados, conforme figura 4. Em um aumento de
100X, foram quantificados os pontos distribuidos sobre tecido conjuntivo,

tecido 6sseo e hidroxiapatita, em trés areas distintas da lamina.

22 Microscopio Optico Binocular — Eclipse E 600 — Nikkon, Japan..
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)

Figura 3. Esquema da realizacdo da biopsia excisional em gatos
submetidos a cirurgia experimental. a: Local onde esta representado o
desenho esquematico a seguir. b:. Dentes pré-molares e molar com suas
raizes. c: Alvéolos do 3° pré-molar preenchidos com HA ou coagulo apoés a
extracdo (raizes cinzas). d: Extracdo do 4° pré-molar para realizacdo da
bidpsia. e: Area retangular indicando a local de realizacdo da bidpsia,
passando a broca no primeiro alvéolo do 3° pré-molar e no primeiro alvéolo
do 4° pré-molar, conservando a regido medial e apical do segundo alvéolo
do 3° pré-molar para a histologia. f: Vista vestibulo-lingual da bidpsia (vista
lateral). Area cinza indicando o primeiro e segundo alvéolo do 3° pré-molar
inferior. g: Vista corona-apical da biopsia (vista dorsal). Area cinza
indicando o primeiro e segundo alvéolo do 3° pré-molar inferior.

Figura 4: Representacdo grafica da grade idealizada por Merz (Grade de
Merz).



4.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Trans-operatério

O descolamento da gengiva para a formacdo do retalho gengival,
em sentido apical para coronal apds a incisdo, foi de extrema importancia,
uma vez que esse procedimento melhorou a cooptacdo da gengiva no
momento da sutura, a sua resisténcia e a sua integridade, ndo havendo
tensdo local. Outro procedimento importante foi a preservacdo do
peridsteo, levando-o junto ao retalho gengival, o que ajudou a aumentar a
resisténcia no momento da sutura. Porém, segundo estudos de Schmid et
al (1994), apesar de aumentar a resisténcia do tecido, o periosteo néao é
essencial para formagcao de novo 0sso.

Houve pouco sangramento apdés a extragdo, que cessou
rapidamente quando o alvéolo foi preenchido pela HAP-91, diferentemente
do que observaram Borges et al (2000), Vital (2005), Duarte et al (2006), e
Martinez (2008) que relataram aumento da hemorragia no momento que o
biomaterial entrou em contato com o tecido receptor, e em alguns casos,
apresentando ainda uma hemorragia pos-cirargica. Pode ser que a HAP-
91 tenha aumentado o sangramento neste experimento, mas como se
trabalhou em uma cavidade, este fato ndo pode ser bem observado.
Ainda, a compressao feita pelo proprio preenchimento da HAP-91 e pela
sua hidrofilicidade contribui para o ndo sangramento. N&o houve
dificuldade de inserir a HA nos alvéolos, apesar da mesma apresentar em
forma de granulos.

Na tentativa de fazer com que as particulas permanecam no local
implantado, muitos procedimentos ja foram descritos, como a mistura de
osso autégeno a HA (Block et al, 1988); porém, isto dificulta o
procedimento por necessitar de um sitio doador. Neste experimento, para
tal, utilizou-se a membrana de celulose bacteriana, que foi eficiente para a
permanéncia da HAP-91 nos alvéolos dentarios. A membrana de celulose
bacteriana, por ser muito fina, muitas vezes se aderia nela mesma, sendo

necessario descarta-la; no geral, entretanto, a sua aplicagéo foi de facil
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manejo e manteve-se bem no local implantado. Dentre os conceitos de
membrana ideal citados por Czaja et al (2007), a membrana bacteriana
utilizada neste experimento demonstrou, no momento da cirurgia, ter boa
transparéncia; aderéncia; manter a elasticidade e conformacéao,
apresentando opcdes de formato.

Segundo Moreira et al (2003) a restauracao de falhas 6sseas ocorre
mais rapidamente em funcao do tipo de granulacdo, o que coincide com do
tipo utilizado neste experimento (microgranular). Segundo normas do
fabricante, a HAP-91 utilizada foi do tipo reabsorvivel, o que ndo é
indicado por Jarcho (1986), que relatou ser a HA do tipo ndo-reabsorvivel
mais apropriada para procedimentos restauradores e preservadores de
longa duracdo. Porém, uma hidroxiapatita que leva um tempo longo de
reabsorcdo e permanéncia pode prejudicar a reparacdo 0ssea, pois
aumenta a chance de ocorrer uma reacdo de corpo estranho. Segundo
Hench (2006), o tempo de permanéncia do implante no corpo pode
influenciar o grau de sucesso, o0 que levou a escolher, neste experimento,
um biomaterial do tipo reabsorvivel.

Mesmo a hidroxiapatita sendo indicada para locais submetidos a
baixas cargas devido a sua baixa resisténcia (Pereira et al, 2006), neste
experimento, utilizou-se a HAP-91 no preenchimento alveolar, onde existe
alta forca mecéanica de oclusdo da mastigacéo, seguindo as orientacfes de
Duarte et al (2006), onde foi associada a membrana de celulose

bacteriana para impedir uma possivel movimentacédo do implante.

4.2. Avaliacao clinica pos-operatoria

O tempo de avaliacéo clinica pos-operatoria (50 dias) foi baseado
nos trabalhos de Resende (1991), que recomenda esse tempo como ideal
para avaliar a biocompatibilidade no animal.

Sabe-se que a utilizacdo de um anti-séptico pés-operatério é de
extrema importancia; porém, a utilizacdo de clorexidina, constatada no
experimento piloto, ndo foi aceitavel pelos felinos, que apresentaram

salivacdo intensa, ocasionando a passagem constante da lingua sobre a
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sutura, com consequente deiscéncia, além de provocar grande estresse
para o felino. Baseado nesses resultados preliminares, optou-se pela néo
higienizacdo oral no pos-operatério. Apesar dessa falta de higienizagéo
oral, ndo houve sinais clinicos de infeccdo, ao contrario do relatado de
Alliot et al (1999). Acredita-se que o uso de antibiotico sistémico foi
responsavel pela auséncia clinica de infeccao.

Em relacdo a dor, nenhum animal apresentou alteracbes no
comportamento indicativo de dor, apresentando apetite satisfatorio logo
apos o retorno anestésico completo. Cinco animais apresentaram
tendéncia a se esconder e permaneceram mais quietos que o natural,
porém ja apresentavam tais tendéncias antes do procedimento cirurgico,
sendo as atitudes atribuidas ao estresse de mudanca de ambiente.

N&o houve aumento de volume intenso (Grau 3) no local da inciséo
em nenhum dos animais durante os sete primeiros dias, sendo o edema
classificado como discreto, provavelmente decorrente do trauma cirdrgico.
Esse fato leva a crer que a HAP-91 e a membrana de celulose bacteriana
foram bem toleradas pelos tecidos bucais, ndo havendo presenca de
hemorragia ou secrecdo purulenta em nenhum dos animais, resultados
compativeis com os encontrados por Duarte et al (2006).

A membrana permaneceu no local entre 8 e 21 dias nos gatos
(Tabela 4), o que foi suficiente para manter a HAP-91 nos alvéolos durante
a fase inicial de reparacéao. Simonpietri et al (2000) relataram que em seus
pacientes com defeitos de furca classe Il as membranas permaneceram
em média por 4 semanas, sendo removidas simplesmente com pinca

anatbmica.

Tabela 4: Presenca da membrana de celulose bacteriana aos 8, 15 e 21
dias de pds-operatdrio nos gatos submetidos a cirurgia experimental.

Dias Lado Direito - Tratado Lado Esquerdo — Controle
Presente Ausente Presente Ausente
08 100% 0% 100% 0%
15 62,5% 37,5% 75% 25%
21 12,5% 87,5% 12,5% 87,5%
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A saida precoce da membrana de celulose bacteriana pode estar
relacionada com a falta de higienizacdo e pelo ambiente contaminado da
cavidade oral, embora clinicamente ndo se tenha observado sinais de
infeccdo. Segundo Fugazzotto (2003), a anti-sepsia pos-operatéria apos a
colocacdo da membrana, evita a contaminacdo dessa e sua consequente
perda, o que nédo foi possivel neste experimento. Outro fator que pode ter
influenciado para a saida precoce da membrana, seria o trauma mecéanico
provocado pelo animal ao atritar a lingua aspera na sutura e no
biomaterial, em consequéncia de um possivel incémodo provocado por
ambos.

Algumas complicacdes ja foram relatadas apos o implante de HA,
como parestesia na regido do nervo mentoniano, infeccdo e deiscéncia
(Resende, 1991). No momento de realizacdo da primeira radiografia, com
o animal anestesiado, avaliou-se a presenca ou ndo de deiscéncia. Neste
experimento constatou-se deiscéncia em 33% dos gatos, em ambos os
grupos, mesmo tendo desgastado as cuspides dos 3 ° pré-molares
superiores, como medida de prevencdo. Essa deiscéncia pode ser
explicada pelo habito do animal de passar a lingua aspera na sutura.
Ainda assim, a membrana se manteve aderida a gengiva, evitando a
exposicao ossea e evasao da HAP-91. Mesmo adaptando-se bem ao uso
do colar Elizabetano, os animais passaram a efetuar apreensdo dos
alimentos mais rostralmente, com aplicacdo da forca mastigatoria em cima
da sutura, fato que pode ter colaborado para ocorréncia de deiscéncia.

Segundo Jahangiri et al (1998), o rebordo alveolar é reduzido
rapidamente nos primeiros seis meses ap0s a extracdo dentaria, mas a
reabsorcdo Ossea da crista continua por toda a vida de uma forma mais
lenta. A hidroxiapatita tem sido utilizada para evitar osteopenia induzida
pelo desuso, 0 que ocorre no 0sso alveolar quando apresenta auséncia de
dente. Nesse experimento, ndo foi observado, apos a extracdo e até 50
dias de avaliacdo, diminuicdo da crista em ambos grupos. Isso pode ser
devido ao fato de que o tempo de avaliacdo n&o tenha sido suficiente para
observar uma possivel diminuicdo da altura da crista em gatos, ou entéo,

como citado por Novaes Junior et al (2002), a utilizagcdo da membrana de
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celulose bacteriana pode prevenir deformidades 6sseas.

4.3. Analise radiografica

As radiografias obtidas no pés-operatério imediato se
caracterizaram, no grupo controle, por radiopacidade grau 0, caracteristica
de tecidos moles e portanto, ndo-mineralizados (Figura 5A). No grupo
tratado com a HAP-91, todas as radiografias demonstraram radiopacidade
no alvéolo maior que a do 0sso circunvizinho, sendo classificada em grau
4 (Figura 5B), isto porque a HAP-91 possui elementos com alto namero
atdmico (Borges et al, 2000; Duarte, 2003; Carlo et al, 2009). Observou-se,
também, que a HAP-91 foi devidamente implantada, preenchendo todo o
alvéolo, demonstrado pela auséncia de areas radioluscentes dentro do

mesmao.

Figura 05: Radiografia da arcada dentaria mandibular esquerda (A) e
direita (B) de gatos submetidos a cirurgia experimental no pds-operatoério
imediato. A: Grupo controle. Radiopacidade ausente (grau 0) (seta). B:
Grupo tratado. Radiopacidade da HAP-91 maior que a do 0sso
circunvizinho (grau 4) (seta).

Para observar as diferentes classificacdes na extenséo do alvéolo, a

partir do oitavo dia, cada alvéolo foi dividido em trés partes, como mostra a
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figura 05:

Figura 06: Esquema da divisdo em tercos realizada para analise
radiografica dos alvéolos. Em destaque o 2° alvéolo do 3° pré-molar
inferior. A: Regido coronal. B: Regido média. C: Regido apical.

Aos 8 dias, no grupo controle, 75% dos animais continuaram a
apresentar grau 0, e 25% apresentaram grau 1, isto €, um aumento da
radiopacidade local, tanto no primeiro alvéolo como no segundo, em todas
as regibes, porém, ainda intensamente abaixo da radiopacidade do o0sso
adjacente (Tabela 5). E bom lembrar, no entanto, que, em todo processo
de cicatrizacao, inicialmente se desenvolve tecido conjuntivo no foco da
lesdo, cuja radiopacidade é insuficiente para ser perceptivel ao exame
radiografico (Borges et al, 2000).

Neste mesmo periodo, no grupo tratado, na regido coronal do
primeiro alvéolo, 50% dos animais ainda permaneciam em grau 4 e
16,66% apresentavam grau 0, apresentando a mesma porcentagem nos
graus 2 e 3. Ja no segundo alvéolo, na mesma regido, 75% dos animais
apresentaram grau 4, 8,33% apresentaram grau 3 e 16,66% apresentaram
grau O (tabela 5). Nos animais que apresentaram grau 0, acredita-se ter
ocorrido migracdo da HAP-91, fato caracterizado pela auséncia de
radiopacidade na regido coronal de ambos os alvéolos.

Na regido média do grupo tratado, aos 8 dias, no primeiro alvéolo,
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50% dos animais também continuaram no grau 4, 33,33% apresentaram
grau 3 e 16,66% apresentaram grau 2. J& no segundo alvéolo da mesma
regido, 50% permanecerem no grau 4 e 50% apresentaram grau 3 (Tabela
5).

Na regido apical, no mesmo grupo € no mesmo periodo, no primeiro
alvéolo, a maioria dos animais apresentaram grau 3 (75%), 16,66%
apresentaram grau 4 e 8,34% apresentaram grau 2. No segundo alvéolo,
83,34% apresentam em grau 3, enquanto 8,33% apresentaram grau 4 e
8,33% apresentaram grau 2 (Tabela 5).

Tabela 5: Classificacdo da radiopacidade (em graus) das regides coronal,
média e apical, dos animais do grupo tratado e controle, aos 8 dias apoés a
cirurgia experimental (exodontia).

Coronal Média Apical
Grupos Controle Tratado Controle Tratado Controle Tratado

Alvéolos 1° 2 1°© 20 1° 20 10 20 10 29 10 2°

G 0 9 9 2 2 9 9 - - 9 9 - -
r 1 3 3 - - 3 3 - - 3 3 - -
a 2 - -2 - - - 2 - - - 1 1
u 3 - -2 1 - - 4 6 - - 9 10
s 4 - - 6 9 - - 6 6 - - 2 1

Foi observado por Duarte (2003) e Fdéfano (2004) um halo de
radiotransparéncia no alvéolo circundando o centro mais radiopaco
durante a reparacdo O0ssea nos animais tratados. Tal fato foi observado
também neste experimento (Figura 7). Essa diminuicdo da radiopacidade
sugere a substituicio da HAP-91 por um tecido menos denso,
provavelmente o tecido fibrovascular que participa na reparacao fisiologica
de um defeito 6sseo, com radiopacidade insuficiente para ser perceptivel

ao exame radiografico (Borges et al, 2000; Fehlberg, 2001; Duarte, 2003).
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Figura 7: Halo de radiotransparéncia no alvéolo circundando o centro
mais radiopaco durante a reparacao 0ssea nos animais tratados.

Aos 21 dias, no grupo controle, na regidao coronal, em ambos 0s
alvéolos, 66,67% apresentaram grau 2 e 33,33% apresentaram grau 1. Na
regido media, 83,33% apresentaram grau 2 e 16,67% apresentaram grau
1. Na regiao apical, 83,33% apresentaram grau 2 e 16,67% apresentaram
grau 3 (Tabela 6). Esse aumento gradativo da radiopacidade em ambos os
alvéolos, provavelmente, se deveu a formagdo de novo 0SSO, pProcesso
normal de reparacéo alveolar. E importante ressaltar que n&o foi possivel
realizacao de radiografia em dois animais nesta data.

No grupo tratado, aos 21 dias, na regido coronal do primeiro
alvéolo, 66,67% dos animais apresentaram grau 2 e 33,33% apresentaram
grau 3. Ja no segundo alvéolo, 33,33% dos animais apresentaram grau 1,
e a mesma porcentagem ocorreu no grau 2 e 3 (Tabela 6).

Na regido média, no mesmo periodo, no primeiro alvéolo do grupo
tratado, 50% dos alvéolos apresentaram em grau 2 o0s outros 50%
apresentaram em grau 3. No segundo alvéolo, 66,67% dos animais
apresentaram grau 3, 16,66% apresentaram grau 4 e 16,66%
apresentaram grau 2 (Tabela 6).

Na regido apical do mesmo grupo, neste mesmo periodo, 100% dos
animais apresentaram grau 3 no primeiro alvéolo; no segundo alvéolo,
83,33% apresentaram grau 3 e 16,67% apresentaram grau 2 (Tabela 6).

Em um animal ndo foi possivel a classificacdo do grau de
radiopacidade porque notou-se reabsorcdo éssea alveolar (Figura 08).
Lins et al (2006) sugerem que a contaminacdo local devido ao dificil

controle da flora bacteriana seja a causa mais provavel para que a
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reabsorgéo ocorra. Contudo, acredita-se que nesse experimento, o quadro
se deveu a uma resposta inerente ao animal, uma vez que Resende
(2006) cita a possibilidade de haver diferentes respostas do organismo em
relacdo aos biomateriais entre espécies diferentes e dentro da mesma

espécie.

Tabela 6: Classificacdo da radiopacidade (graus) das regides coronal,
medial e apical, de todos os animais do grupo tratado e controle, aos 21
dias apoés a cirurgia experimental.

Coronal Medial Apical
Grupos Controle Tratado Controle Tratado Controle Tratado

Alvéolos 1° 20 1°© 20 10 20 10 20 10 20 10 20
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Figura 08: Reabsorcdo d6ssea observada em um dos animais do grupo
tratado aos 21 dias apds cirurgia experimental.

Aos 30 dias, no grupo controle, em ambos alvéolos e em todas as
regides, 50% dos animais apresentaram grau 2 e 50% apresentaram grau
3 (tabela 7). Na regido coronal de ambos os alvéolos, no grupo tratado, no
mesmo periodo, 60% dos animais apresentaram grau 2, 20%
apresentaram grau 3 e 20% apresentaram grau 1. Na regido média, em
ambos os alvéolos, 80% apresentaram grau 2 e 20% apresentaram grau 3.
Ja na regido apical, 100% apresentaram grau 3 em ambos os alvéolos

(Tabela 7). Estes resultados revelam que, com a evolugéo da reparacao
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0ssea, 0 padrao alveolar se manteve semelhante dentro dos grupos.

Tabela 7: Classificacdo da radiopacidade (graus) das regides coronal,
média e apical, dos animais do grupo tratado e controle, 30 dias ap6s a
cirurgia experimental (exodontia).

Coronal Medial Apical
Grupos Controle Tratado Controle Tratado Controle Tratado

Alvéolos 1° 20 1° 20 1° 20 1° 20 1° 20 1° 2°

G
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Aos 50 dias, tanto o grupo tratado e controle, apresentaram quadro
semelhante, caracterizado por grau 3 em todos os alvéolos (Tabela 8),
consequente da reparacdo tecidual com presenca de tecido 6sseo em
ambos 0s grupos.

As informacbes descritivas dos parametros radioldgicos
demonstraram que o tempo de regeneracdo dos alvéolos dentarios foi
igual tanto nos alvéolos tratados, quanto nos controles.
Radiograficamente, o tempo necessario para a regeneracdo Ossea
completa nao foi menor com a presenca da HAP-91, o que esta de acordo
com Duarte (2003).

Neste experimento, aos 50 dias, se observou linha
radiotransparente entre o implante de HAP-91 e o tecido 6sseo receptor.
Esta observacdo sugere adequada interacdo do biomaterial com o0 0sso
alveolar, sem sinais de ostedlise, estando de acordo com Weiss et al
(2007). Segundo Borges et al (2000), a auséncia dessa linha leva a crer
gue a unido HAP-91-0sso0 ocorreu por crescimento direto sobre o implante,

sem interposicao de tecido fibroso.
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Tabela 8: Classificacdo da radiopacidade (graus) das regides coronal,
média e apical, dos animais do grupo tratado e controle, 50 dias apés a
cirurgia experimental (exodontia).

Coronal Média Apical
Grupos Controle Tratado Controle Tratado Controle Tratado
Alvéolos 1° 20 10 20 10 2° 10 20 10 20 10 29

G
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A WMNPEFLO

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

Analisando estatisticamente os dados citatos no grupo controle,
houve diferenga significativa entre os graus em todas as regides
comparando entre os dias 8 e 21, 21 e 50 e 8 e 50 dias. Entre os dias mais
proximos (isto €, entre 21 e 30, e entre 30 e 50 dias), ndo houve essa
diferenca significantiva, demonstrando assim um aumento gradativo da
radiopacidade, que pode ser percebido comparando periodos mais
distantes de avaliacdo. Comparando as diferentes regides dos alvéolos,
nao houve diferenca significativa em nenhuma data, demonstrando que o
aumento da radiopacidade ocorreu de forma semelhante em todas as

regioes (Tabela 9).

Tabela 9: Média e desvio padrdao da classificacdo da radiopacidade
(graus) do grupo controle em todas as regifes aos 8, 21, 30 e 50 dias
apos cirurgia experimental.

Coronal Média Apical
Ambos Alvéolos Ambos Alvéolos  Ambos Alvéolos
D 8 0,25 £ 0,45 aA 0,25 £ 0,45 aA 0,25 + 0,45 aA
[ 21 1,66 + 0,51 bA 1,83+ 0,4 bA 2,17 + 0,40 bA
a 30 2,5+ 0,54 bcA 25+0,54bc A 2,5+ 0,54 bcA
S 50 3,0+£0,33cA 3,0+ 0,33 cA 3,0+ 0,33 cA

Letras minusculas diferentes na mesma coluna sinalizam diferenca
significante entre os dias, pelo teste de Mann-Whitney com p<0,05.Letras
mailsculas iguais na mesma linha sinalizam semelhanca entre os grupos,
pelo teste de Mann-Whitney com p<0,05.

No grupo tratado, ndo houve em nenhuma data diferenca
significativa entre o 1° e o 2° alvéolo, resultado favoravel e esperado, uma
vez que ambos repararam de forma semelhante em todas as regides.

Houve uma diminuigéo significativa do grau de radiopacidade entre 8 e 30
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dias, sugerindo a biodegradacdo da HA e consequente deposicdo de
tecido fibrovascular. Ja comparando 30 e 50 dias, houve um aumento
significativo na regido coronal e média, devido a provavel formacéo 6ssea
(Tabela 10). Na regido apical, ndo houve diferenca significantiva, isto &, o
grau permaneceu semelhante em todos os momentos (grau 3). Isto pode
ser devido ao fato de maior proximidade da regido com o delta apical, area
de regido de nervos e vasos e, consequentemente, local de maior fluxo
sanguineo, ocorrendo uma maior degradacdo da HAP-91,
simultaneamente com a neoformacdo 6ssea, mantendo assim
radiopacidade constante. A reparacao dos alvéolos aconteceu de forma
semelhante em todas as regides, exceto aos 21 dias, onde a regido apical
mostrou estar em grau mais adiantado comparado a regido coronal
(Tabela 10).

Comparando as respectivas regides dos grupos tratado e controle,
nao houve diferenca significativa aos 30 e 50 dias, isto €, aos 30 dias 0s
grupos tratado e controle ja apresentavam radiopacidade semelhantes.
Aos 8 e 21 dias, ainda havia diferenca significantiva entre as regides
apicais, médias e coronais, provavelmente devido a diferente constituicao

do tecido ali formado (Tabela 11).
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Tabela 10: Média e desvio padrdo da classificacdo da radiopacidade (graus) do grupo tratado em todas as regides aos 8, 21, 30 e
50 dias ap6s cirurgia experimental (exodontia).

Coronal Média Apical
Alvéolos 1° 2° 1° 2° 1° 20
D 8 2,83t152aA 3,22+154a A 3,33x0,77a A 3,50+0,52a A 3,08+0,51a A 3,0£0,42a A
i 21 2,33t0,51aA 2,0+0,89a A 2,5+£0,54 b AB 3,0+0,63 b AB 3,0£0,32aB 3,0£0,32aB
a 30 2,0£0,70 b A 2,0£0,70b A 2,240,44 b A 2,240,44b A 3,0+0,00 a A 3,0+0,00 a A
s 50 3,0£0,00c A 3,0+0,00 c A 3,0£0,00 c A 3,0+0,00 c A 3,0+0,00a A 3,0+0,00 a A

Letras mindsculas diferentes na mesma coluna sinalizam diferenga significante entre os dias, pelo teste de Mann-Whitney
(p<0,05).Letras maiusculas iguais na mesma linha sinalizam semelhanca entre as regides, pelo teste de Mann-Whitney (p<0,05).

Tabela 11: Média e desvio padrédo da classificacdo da radiopacidade (graus) do grupo tratado em comparacao ao grupo controle
em todas as regides aos 8, 21, 30 e 50 dias apos cirurgia experimental (exodontia).

Coronal Média Apical
Grupos Controle Tratado Controle Tratado Controle Tratado

Alvéolo Ambos 10 20 Ambos 1° 20 Ambos 10 20

w o =g

8 0,25+0,45A 2,83%+1,52B 3,22+1,54B 0,25+0,45A 3,33+0,77B 3,50+0,52B 0,25+0,45A 3,08+0,51B 3,0+0,42B
21 1,66+0,51A 2,33+0,51B 2,0+0,89B 1,83+#0,4bA 2,5+0,54B 3,0+0,63B 2,17+0,40A 3,0+0,32B 3,0+0,32B
30 2,5+0,54A 2,0+0,70A 2,0+0,70A 2,5+0,54A 2,2+0,44A 2,2+0,44A  2,5+0,54A 3,0+0,00A  3,0+0,00A
50 3,0+0,00A 3,0+0,00A 3,0+0,00A 3,0+0,00A  3,0+0,00A 3,0+0,00A  3,0+0,00A 3,0+0,00A  3,0+0,00A

Letras maiusculas diferentes na mesma linha, numa mesma regido, sinalizam diferenca significante pelo teste de Mann-Whitney
(p<0,05).
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4.4. Anélise histologica e histomorfométrica

As bidpsias excisionais foram realizadas de modo que ndo se
prejudicasse a fungdo mandibular e que n&o ocorressem riscos de fraturas
no local, evitando dessa maneira, a necessidade de eutanasia dos
animais. Entretanto, devido ao tamanho limitado da amostra obtido,
dificultou-se a observacdo histolégica e histomorfométrica, coletando-se
somente o ter¢o coronal e médio dos alvéolos, ndo sendo possivel avaliar
a regiao apical.

Na analise histol6gica, aos oito dias, a HAP-91 apresentou-se com
forma de material amorfo, bem delimitado e acelular, como caracterizado
por Borges et al (2000) e Vital (2005). Observou-se no grupo tratado,
tecido de granulacdo caracterizado pela proliferacédo fibroblastica e
angioblastica, com algumas areas de tecido 0Osseo neoformado,
apresentando areas de interface continua entre eles (Figura 09). Houve
proliferacdo de tecido 6sseo em torno dos cristais de HAP-91 (Figura 10) e
um processo de remodelacdo em suas margens, com osteoblastos
superficiais. Neutréfilos maduros e ndo degenerados foram encontrados
em grande quantidade. De acordo com Raskin (2003), a presenca de
grande quantidade de neutrdéfilos € sugestiva de intensa inflamacao, e que
nesse experimento, provavelmente teve como causa uma infeccao
bacteriana devido ao ambiente altamente contaminado da cavidade oral.

Este grupo apresentou uma grande quantidade de linfécitos jovens
e maduros. Os linfécitos possuem receptores altamente especializados
gue identificam sequéncia de peptideos de poucos aminoacidos
(proteinas) (Abbas, 2000). Foi observado na membrana de celulose
bacteriana, aos 8 dias, substancia fibrilar organizada em camadas, detritos
celulares de origem inflamatéria e sugestivo material proteinaceo aderido
na substancia fibrilar (Figura 11), sendo que este udltimo justifica a
presenca dos linfocitos. Segundo Macedo et al (2003), esse potencial de
induzir uma reacao inflamatéria, associado a baixa resisténcia a presséo e
a pequena habilidade de criar espaco apropriado para o crescimento
tecidual sdo as maiores desvantagens da membrana de celulose

bacteriana que influenciam a regeneracdo 0ssea dos sitios.
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TG

Figura 09: Interface continua entre superficie de tecido de granulacao
(TG) e tecido 6sseo neoformado (setas). Corte longitudinal, 100X.

Figura 10: Cristais de HA (seta maior) no interior do espaco alveolar.
Proliferacao de tecido 6sseo em torno dos cristais de HA (setas menores).
Grupo tratado, 8 dias. Corte transversal, 40X.

Figura 11: Membrana de celulose bacteriana aos 8 dias de pés-operatorio.
Substancia fibrilar organizada em camadas (asterisco); material
proteinaceo aderido na substancia fibrilar (seta negra); detritos celulares
de origem inflamatéria (setas verdes). Corte longitudinal, 40X.
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No mesmo periodo no grupo controle, pode-se observar um
preenchimento do alvéolo por tecido de granulacdo (Figura 12A), fato
fundamental apontado por Catanzano Guimaraes (1982), que relaciona a
reparacdo do alvéolo com a presenca de tecido de granulacdo dentro do
mesmo. O presente tecido de granulacdo apresentou-se com intensa
infiltracdo de fibroblastos, infiltrado polimorfonuclear (neutréfilo) moderado
e difuso (Figura 12B). Também houve presenca de linfécitos jovens e
maduros e poucas areas de tecido 6sseo imaturo. Ao contrario dos
resultados encontrados por Paris (2002) e Duarte et al (2006), ndo foram
observados sinais de reabsorcdo do osso alveolar, como irregularidades
das bordas do defeito ou superficie.

Aos 21 dias, a membrana apresentava projecbes papilares
(vegetacdes) com detritos celulares de origem inflamatoria com éareas
multifocais basofilicas, compativeis com coldnias bacterianas (Figura 13 e
14). Esse acumulo de bactérias encontradas tanto aos 8 dias como aos 21
dias pos-operatdrio pode ter sido a causa da sua expulsdao posterior.
Segundo Fugazzotto (2003), para a aplicacdo da membrana na cavidade
oral, cuidados devem ser tomados em relacéo a anti-sepsia pos-operatéria
para que ndo ocorram contaminacao e perda precoce da mesma.

Figura 12: A: Proliferacdo fibrovascular (tecido de granulagéo) (estrela)
préximo ao osso alveolar (OA) em alvéolo do grupo controle aos 8 dias.
Corte transversal, 40X. B: Proliferacéo fibrovascular (tecido de granulagdo)
com intensa infiltracdo de fibroblastos e matriz extracelular imatura;
infiltrado polimorfonuclear (neutréfilos) moderado a difuso (seta). Grupo
controle, 8 dias. Corte longitudinal, 100X.
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Aos 30 dias, no grupo controle, observou-se proliferacdo de tecido
conjuntivo com predominio de populacédo fibroblastica e vascularizacéo,
em torno de trabéculas 6sseas. O espaco alveolar encontrava-se com
infiltrado inflamatério polimorfonuclear discreto a moderado (Figura 15 e
16).

Figura 13: Membrana aos 21 dias de pds-operatério. Substancia fibrilar
organizada em camadas (estrela branca); projecbes papilares do tipo
vegetativo com detritos celulares de origem inflamatéria com areas
multifocais basofilicas compativeis com colbnias bacterianas (seta). Corte
longitudinal, 40X.

Figura 14: Membrana aos 21 dias de pds-operatorio. Substancia fibrilar
organizada em camadas (estrela branca); projecdes papilares com detritos
celulares de origem inflamatéria com areas multifocais basofilicas
compativeis com coldnias bacterianas (seta). Corte longitudinal, 100X.
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Figura 15: Proliferacdo de tecido conjuntivo (seta preta) em torno de
trabéculas 6sseas. Infiltrado inflamatério polimorfonuclear (neutréfilos)
focal e discreto (seta branca). Grupo controle, 30 dias. Corte longitudinal,
100X.

(neutrdfilos) moderado e difuso (seta). OA: Osso alveolar. Grupo controle,
30 dias. Corte longitudinal, 40X.

Em relac&o ao grupo tratado, aos 30 dias, observou-se proliferacéo
celular osteoblastica em torno dos cristais de HAP-91 (Figura 18), tecido
0sseo neoformado, infiltrado inflamatério polimorfonuclear (neutrdfilos)
acentuado (Figura 17), heméacias e alguns macrofagos. Os neutrofilos séo
granulocitos tipicos de fendmenos agudos de inflamacédo, desaparecendo
depois de 24 a 48 horas, pois os fatores quirniostaticos para migracao de
neutrofilos sdo ativados precocemente na resposta inflamatoria (Anderson,
2001). A sua presenca neste periodo, neste caso, foi possivelmente devido
a constante contaminagdo da cavidade oral, uma vez que tal fato também
foi encontrado no grupo controle. Porém, a presenca de HAP-91 associada

a contaminacgdo favoreceu o processo inflamatorio, pois a hidroxiapatita é
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susceptivel a digestdo bacteriana (Roush, 2007), sendo observado neste
experimento algumas &reas onde a HAP-91 se apresentava envolvida por
tecido granulomatoso com proliferacdo fibrovascular, presenca de
osteonecrose, associado também infiltrado inflamatério polimorfonuclear
(neutrdfilos) acentuado (Figura 18).

Aos 50 dias, tanto o grupo tratado como o0 grupo controle
demonstraram tecido ésseo imaturo (ostedide) com diversos Osteons, num
processo de reparacdo 6ssea similar ao processo de mineralizacao (Figura
19A e B), e poucas areas de tecido conjuntivo. Em ambos os grupos, nao
havia presenca de reacdo inflamatéria. No grupo tratado, j& ndo se
observou a presenca da HAP-91. No experimento de Duarte et al (2006),
aos 60 dias, nao foi observada a presenca de HAP-91, sendo sugerida a
sua biodegradacédo. Jensen et al (1996), em seu experimento, demonstrou
gue aos 8 dias poés-cirurgico praticamente toda a hidroxiapatita havia sido
reabsorvida. Boeck et al (1999) também observaram que a HA foi
parcialmente reabsorvida aos 60 dias de pds-operatério, relatando que os
resultados podem variar dependendo do local implantado. Esses autores
contradizem a teoria de que a hidroxiapatita apresenta uma lenta
degradacdo, comecando a ser reabsorvida apés 4 ou 5 anos de
implantacéo (Pereira et al, 2006).

Durante todo o experimento, ndo foram observados particulas de
HAP-91 no interior de macrofagos, como relatado por Borges et al (2000),
0 que nédo descarta a sua biodegradacédo por fagocitose. Também nao foi
observado células gigantes (formado por fusdo de mondcitos na tentativa
de fagocitar o material). Segundo Vasconcelos (2006), o tecido de
granulacdo, macrofagos e células gigantes poderdo compor a reacao
inflamatdéria quando o organismo reconhece o biomaterial como corpo
estranho, diminuindo as chances de regeneracao quanto maior for o tempo
do processo inflamatoério. Apesar da presenca de tecido de granulacéo e
macréfagos em torno da HAP-91 aos 30 dias, neste experimento, o que
podem ter levado a um atraso na reparacdo O0ssea em determinados

locais, houve a reconstituicdo por tecido 6sseo alveolar aos 50 dias.
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Figura 17: Tecido ésseo neoformado (setas), infiltrado inflamatério
polimorfonuclear e hemécias (estrela branca). Grupo tratado, 30 dias.
Corte longitudinal, 100X.

Figura 18: Proliferacdo celular osteoblastica em torno de cristais de
HAP-91 (estrela negra). Osteonecrose associada a presenca de
HAP-91 (seta) com proliferacdo fibrovascular associado a um
infiltrado inflamatério polimorfonuclear (neutréfilo) acentuado (estrela
branca). Grupo tratado, 30 dias. Corte longidudinal, 100X.

Figura 19: A: Tecido 0sseo imaturo (ostedide) com diversos Osteons
(setas). Grupo tratado, 50 dias. B: Tecido 6sseo imaturo (ostedide) com
diversos osteons (setas) e proliferacdo de tecido conjuntivo (TC) ao seu
redor. Grupo controle, 50 dias. Corte longitudinal, 100X.

A anélise histomorfométrica, constatou-se que o tecido 0sseo
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aumentou progressivamente dos 8 aos 50 dias, porém apenas aos 50
dias pode-se observar o percentual de tecido 6sseo maior que o de tecido
conjuntivo, em ambos os grupos. No oitavo dia a porcentagem do tecido
0sseo do grupo controle e do grupo tratado foram de 4,75 + 2,50 e 10,25 +
1,70 respectivamente. Aos 30 dias, a porcentagem do tecido 6sseo do
grupo controle foi 37,75 = 1,70 e do grupo tratado foi 22,05 = 4,79, e aos
50 dias foi 94,25 £ 2,98 e 91,0 = 3,26, respectivamente (tabela 12). Tais
resultados demonstram que no oitavo dia houve uma diferenca
significantiva na quantidade de tecido 6sseo no grupo tratado, podendo
assim afirmar que a HAP-91 associada a membrana de celulose
bacteriana promoveu um adiantamento no processo da reparacdo 6ssea
nesses primeiros dias, se comparado ao grupo controle. Paris (2002)
também observou um processo intenso de neoformacao 0ssea frente aos
granulos de HA, principalmente nos periodos de 21 e 45 dias. Esse
aumento de tecido 0sseo no inicio do processo de reparacdo € um fator
benéfico para o animal, principalmente nos casos de extensa perda do
0sso alveolar, pois apenas a formacéo de tecido de granulacdo no local
deixa-o0 mecanicamente fragil, sendo que a substituicdo por um tecido mais
resistente (o tecido 0sseo) o quanto antes é o mais desejavel.

A presenca da HA associada a membrana de celulose bacteriana
pode ter auxiliado o processo de neoformacéo 6ssea nos 8 primeiros dias
neste experimento, ndo podendo afirmar o0 mesmo até aos 30 dias, onde
se percebeu um atraso significantivo na evolucdo do reparo alveolar
comparado ao grupo controle. O atraso também foi observado aos 21 e 42
dias por Brandao (2002) e aos 60 dias por Resende (1991), que utilizaram
apenas a hidroxiapatita. JA aos 50 dias neste experimento, ndo foi
observado diferenca estatistica de tecido 6sseo entre os grupos tratado e
controle, apresentando quantidade de tecido 6sseo semelhantes, sendo
gue o tempo necessario para a regeneracao 6ssea completa ndo foi menor

na presenca da HAP-91 e de membrana.
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Tabela 12: Médias e desvio padrdo das porcentagens de tecido ésseo e
tecido conjuntivo e hidroxiapatita (HA) nos alvéolos dentarios dos grupos
tratado e controle aos 8, 30 e 50 dias apds extracdo e/ou implantacéo de
HA e membrana de celulose bacteriana.

Dias Grupos Tecido Osseo  Tecido Conjuntivo Hidroxiapatita

8 Tratado 10,25+ 1,70 a 29,25+3,09b 60,5 + 3,69
Controle 475+250b 93,75+ 2,06 a

30 Tratado 22,05+4,79b 61,0+6,68b 16,5+ 3,41
Controle 37,75+ 1,70 a 62,25+1,70 a

50 Tratado 91,0+ 3,26 a 9,0+3,26 a

Controle 9425+298a 5,75+ 298 a

Letras minusculas diferentes na mesma coluna dentro do mesmo dia,
sinalizam diferenca significantiva entre os grupos, pelo teste de Mann-
Whitney (p<0,05).
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5. CONCLUSOES

Nas condicdes do presente trabalho e com base nos resultados

clinicos, cirdrgicos, radiolégicos e histomorfométricos, pode-se chegar as

seguintes conclusdes para os alvéolos dentais de felinos:

A formacédo de osso alveolar morfologicamente normal nos locais
onde foi implantada a HAP-91 e a radiopacidade 6ssea continua
aos 50 dias na avaliacdo radiolégica, demonstra a
biocompatibilidade da HAP-91 no osso alveolar em felinos;

A HAP-91 associada a membrana de celulose bacteriana, quando
comparadas ao grupo controle, promoveram um adiantamento no
processo de reparacdo O0ssea aos 8 dias de poOs-operatorio e um
atraso aos 30 dias, porém aos 50 dias ambos apresentavam uma

area de tecido 6sseo semelhantes;

A HAP-91 pode ser utilizada como substituto 6sseo em alvéolos de

felinos, pois se integrou ao tecido do leito receptor;

A membrana de celulose bacteriana pode ser utilizada na cavidade

oral em felinos.
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ANEXO 1

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica do DVT / UFV certifica que o processo n. ° 10 /
2008, intitulado “Implante de hidroxiapatita em alvéolo dental apés
exodontia em felinos: estudo clinico, radiolégico, histologico e
histomorfométrico” esta de acordo com o Cédigo de Etica Profissional do
Médico Veterindrio, com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimenta¢do Animal (COBEA) e com
a legislagdo vigente, tendo sido aprovado por esta Comissdo em reunido de
20/ 05 /2008.

CERTIFICATE

The Ethic Committee of DVT / UFV certify that the process number 10/ 2008,
named “Implantation of hydroxyapatite in feline (Felis catus) dental
sockets: clinic, radiographic, histologic and histomorphometric studies” is
in agreement with the Medical Veterinary Professional Ethics Code, with the
Ethical Principles for Animal Research established by the Brazilian College
for Animal Experimentation (COBEA) and with actual Brazilian legislation.
This Departmental Commission on May 20, 2008 approved this process.

Vigosa, 20 de maio de 2008
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Prgsédente da Comissido de Etica
pto. de Veterinaria / UFV
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