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Pereira, J.C. Avaliação do processo de reparo em defeitos de calvária de ratos 

com membrana de celulose Bacteriana e membrana de colágeno porcino. 

Análise histológica, histométrica e imunoistoquímica. ARAÇATUBA: UNESP – 

Univ. Estadual Paulista. 2017 

 

Este estudo objetivou avaliar a eficácia da membrana de celulose 

bacteriana (Nanoskin®) no reparo ósseo de defeitos críticos de 8mm em 

calota de ratos machos adultos quando comparada à membrana colágena 

Bio-Gide®. Foram utilizados 72 ratos machos adultos divididos em três 

grupos experimentais: grupo coágulo (GC), grupo Bio-Gide® (BG) e grupo 

chá verde (CV). Os períodos de estudo foram de 7, 14 30 e 60 dias após 

a criação do defeito cirúrgico e aposição da membrana. Foram realizadas 

a análise histológica, histométrica e imunoistoquímica. Foi possível 

observar que aos 30 e 60 dias de reparo, o grupo BG apresentou melhor 

preenchimento do defeito cirúrgico, com maior quantidade de tecido 

ósseo. Já o grupo CV apresentou preenchimento do defeito com grande 

quantidade de tecido conjuntivo maduro. Os dados obtidos na análise 

histométrica revelam que aos 30 e 60 dias a área de osso neoformado 

teve grande discrepância para o grupo BG em relação ao CV e GC (Teste 

de Tukey - P<0,001). Por outro lado, os resultados referentes à análise 

por imunistoquímica evidenciam marcações moderada e intensa para as 

proteínas osteocalcina (OC) e osteopontina (OP) tanto para o grupo BG 

quanto para o CV aos 60 dias de reparo. Pode-se concluir que apesar de 

a membrana de chá verde apresentar aspectos promissores no reparo de 

 



 

 

tecido mole, neste estudo não permitiu o reparo ósseo em calotas de 

ratos, quando comparada à Bio-Gide®.   

 

Palavras-chaves: Biomateriais, xenoenxertos, celulose  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Pereira, J.C. Evaluation of calvaria bone healing of rats with bacterial cellulose 

membrane and porcine collagen membrane. Histologic, histometric and 

immunohistochemistry analysis. ARAÇATUBA: UNESP – Univ. Estadual 

Paulista. 2017 

 

Abstract: The present study aimed to evaluate the efficiency of bacterial 

cellulose membrane (Nanoskin®) in the bone repair of 8 mm critical-size 

defects in male adult rat calvaria compared to collagen membrane Bio-

Gide®. It was used 72 adult male rats divided into three experimental 

groups: Clot group (CG), Bio-Gide® group (BG) and bacterial cellulose 

group (BC). The study period were seven, 15, 30 and 60 days after the 

surgical defect and position of the membrane. It were performed the 

histologic, histometric and imunohistochemistry analysis and possible to 

observe that at 30 and 60 days, BG group showed higher filling of the 

surgical wound with higher amount of new formed bone. The BC group 

showed a mature connective tissue filling the defect. Data from histometric 

analysis showed that at 30 and 60 days the new bone formed area was 

discrepant for BG group compared with BC and CG group (Tukey test – 

P<0,001). On the other hands, immunohistochemistry analysis showed a 

moderate and intense immunolabeling of osteocalcin and osteopontin at 

60 days of bone repair for BG and BC group.  It was possible to conclude 

that despite the BC membrane showing promising aspects in the soft 

tissue repair, did not allow bone repair in rats calvaria, compared to Bio-

Gide®   

Key words: Biomaterials, xengrafts, cellulose 
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1. Introdução 

A Regeneração óssea guiada (Guided Tissue Regenerate – GTR), 

consiste no uso de uma membrana biocompatível fazendo o papel de 

barreira física para evitar que o tecido conjuntivo adjacente invada o 

defeito ósseo, criando assim, espaço favorável para a regeneração óssea 

1. Ocorre, pois durante o reparo, o tecido epitelial migra rapidamente para 

a ferida, o que torna a regeneração óssea mais difícil 2. 

As principais propriedades que essas membranas devem ter são: 

osteoindutividade, reabsorvíveis, biocompatibilidade, ausência de  

citotoxicidade e estabilidade mecânica, ou seja, capacidade de 

manutenção do espaço durante o processo de reparo ósseo 3; 4; 5. 

Uma das membranas que atende grande parte desses requisitos 

são as membranas à base de colágeno por serem biocompatíveis, 

hemostáticas, além de promoverem quimiotaxia para fibroblastos e 

osteoblastos, e serem semi-permeáveis permitindo a transferência de 

nutrientes,6; 7; 8; 9; 10; 11 e significante reparação de defeitos intraósseos 12 , 

visto e associadas a vários tipos de enxertos ósseos, podem melhorar a 

eficácia dos mesmos, aumentando a capacidade de estimular o reparo 

dos tecidos periodontais.13; 14; 15 Dessa forma esse tipo de membrana é 

amplamente utilizada em cirurgia bucomaxilofacial e considerada de alto 

padrão no processo de cicatrização óssea. Entre as membranas de 

colágeno, a que se destaca no mercado é a Bio-Gide® (Bio-Gide® - 

Geistlich Wolhusen, Switzerland) 

Atualmente, buscam-se outras opções para auxiliar reparo do 

tecido ósseo, visto que, apesar de muito eficientes, as membranas 
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colágenas apresentam alto custo. Neste sentido, uma das alternativas é a 

exploração da celulose, que além de apresentar boas propriedades 

biomecânicas é um polímero natural, biodegradável e renovável. Por isso 

tornou-se assunto de uma série de investigações na engenharia tecidual 

16 17 18. 

Uma das maneiras de se obter a celulose é pela síntese bacteriana 

(celulose bacteriana), que resulta em uma celulose com melhores 

propriedades que aquela extraída diretamente da planta, mostrando alta 

resistência mecânica, alta capacidade de reter água, 19 cristalinidade, 

elevado grau de biocompatibilidade e resistência à degradação, o que a 

torna apta para ser usada como matéria-prima na fabricação de 

membranas e scaffolds direcionados a uma variedade de tecidos, 

incluindo tecido ósseo. 20; 21; 22 Ademais, esse material já tem sido 

aplicado como um ótimo substituto da pele no tratamento de queimaduras 

profundas 23; 24; 25 e extensas perdas das camadas de derme e epiderme 

em feridas crônicas ou agudas, trazendo redução da dor e melhoria no 

processo de reparo ao acelerar o desenvolvimento do tecido de 

granulação e novo epitélio, além de diminuir a formação de cicatriz .22; 23; 

24 Nesse contexto, foi recentemente desenvolvida uma membrana 

celulósica produzida pela ação de algumas espécies de leveduras sobre o 

chá verde (Nanoskin®); e já está sendo utilizada como auxiliar no reparo 

de lesões na pele, oferecendo ótimos resultados. 

A membrana de celulose permanece por um longo período no 

organismo sem ser absorvível 23; 24, porém seu contato com os tecidos 

não gera toxicidade ou inflamação 24; 25; 26. 
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Pesquisas em engenharia tecidual apresentam biomateriais 

contedo celulose bacteriana eficientes também no processo de reparo 

ósseo, sendo explorados principalmente na forma de scaffolds 23; 27; 28; 29. 

          Sendo assim, o objetivo deste estudo foi comparar a efetividade 

entre a membrana de celulose bacteriana (Nanoskin® Innovatec’s, São 

Carlos SP, Brasil) e a membrana colágena (Bio-Gide® - Geistlich 

Wolhusen, Switzerland) no processo de reparação óssea em calvária de 

ratos machos adultos (3 a 4 meses) nos períodos de 7, 15 e 30 e 60 dias, 

com a hipótese nula de que a Nanoskin® pudesse promover neoformação 

óssea compatível com a Bio-Gide®.   

 

2. Materiais e Métodos. 

2.1 Desenvolvimento da membrana de Chá Verde: 

A celulose bacteriana matéria-prima (Nanoskin® Innovatec’s, São 

Carlos SP, Brasil) foi fornecida a partir de Innovatec (São Carlos-SP, 

Brasil). O processo de fermentação acético foi conseguido através da 

utilização de glicose como uma fonte de carboidratos e chá verde como 

fonte de nitrogênio. As bactérias foram então inoculadas no meio de 

cultura e, depois de ser adicionadas, o meio foi autoclavado a 100 ºC. Os 

resultados deste processo foram vinagre e uma biomassa de 

nanobiocelulose. A celulose bacteriana foi produzida por bactérias Gram-

negativas, Gluconacetobacter xylinus e extraída a partir do meio de 

cultura numa estrutura 3D pura formada por uma rede ultrafina de 

nanofibras de celulose. 30 
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2.2 Amostras: 

Este estudo foi submetido e aprovado pelo comitê de ética da 

Faculdade de Odontologia de Araçatuba – UNESP com o número de 

protocolo: 2015-00965 (Anexo I).  

Foram utilizados 72 ratos (Rattus novergicus albinus, Wistar), 

machos, adultos (3 a 4 meses), com aproximadamente 200g a 300g, os 

animais foram divididos em três grupos (n=24 por grupo), submetidos à 

eutanásia em quatro momentos do experimento, aos 7, 15, 30 e 60 dias 

após a cirurgia. Estes animais foram mantidos em gaiolas, e alimentados 

com ração balanceada (NUVILAB, Curitiba PR, Brazil) contendo 1.4% Ca 

e 0.8% P e água ad libitum no Biotério da Faculdade de Odontologia do 

campus de Araçatuba– UNESP. 

Sendo assim, em cada animal foi realizado um defeito ósseo crítico na 

calvária (8 mm), como discriminado a seguir: 

 Grupo Coágulo (Controle Negativo) – n= 24: O defeito ósseo crítico foi 

preenchido com coágulo sanguíneo, sem colocação de membrana sendo 

6 ratos submetidos a eutanásia em cada período para a análise de (7, 15, 

30 e 60 dias após a cirurgia); 

 Grupo Bio-Gide® (Controle Positivo) – n= 24: O defeito ósseo crítico 

preenchido com coágulo sanguíneo e sobre o defeito colocado uma 

membrana de Bio-Gide sendo 6 ratos submetidos a eutanásia em cada 

período para a análise de (7, 15, 30 e 60 dias após a cirurgia) (Fig. 1B); 

 Grupo Chá Verde (Grupo Experimental) – n=24: O defeito ósseo crítico 

foi preenchido com coágulo sanguíneo, e sobre o defeito colocado uma 

membrana de celulose bacteriana, sendo 6 ratos submetidos à 
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eutanásia em cada período para a análise de (7, 15, 30 e 60 dias após a 

cirurgia) (Fig.1A). 

 

 

 

 

 

 

2.3 Cirurgia experimental: 

Os animais foram mantidos em jejum pré-operatório de oito horas e 

submetidos à sedação por meio da administração via intramuscular, com 

Cloridrato de Ketamina (Francotar – Vibrac do Brasil Ltda, São Paulo, 

Brasil) associado à Xilazina (Rompum – Bayer AS – Saúde Animal, São 

Paulo, Brasil), na dosagem de 50mg/Kg e 5mg/Kg, respectivamente. Foi 

adotado um rigoroso protocolo asséptico, incluindo a esterilização do 

instrumental utilizado, delimitação da área a ser operada com campos 

estéreis, uso de aventais e luvas cirúrgicas estéreis. Todos os 

procedimentos cirúrgicos foram realizados na sala cirúrgica do Biotério da 

Faculdade de Odontologia de Araçatuba – UNESP. Em seguida foi 

realizada a tricotomia na região da calvária, antissepsia com Polivinil 

Pirrolidona Iodo Degermante (PVPI 10%, Riodeine Degermante, 

Rioquímica, São José do Rio Preto), associado ao PVPI tópico (PVPI 

A B 

Figura 1. A. Membrana de Celulose Bacteriana. B. Membrana de colágeno porcino 
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10%, Riodeine, Rioquímica, São José do Rio Preto) e aposição de 

campos estéreis. 

Foi realizada incisão em V, no sentido occipito-frontal, sendo o 

ápice localizado na região frontal e base localizada na região occipital, 

medindo aproximadamente 2 (dois) cm, com lâmina n° 15 (Feather 

Industries Ltda, Tokyo, Japão) montada em cabo de bisturi n° 3 (Hu-

Friedy, Alemanha) e o descolamento total do retalho com descolador tipo 

Molt (Hu-Friedy, Alemanha) (Fig. 2A). Em seguida com auxílio de broca 

trefina de 7mm de diâmetro interno (3i Implant innovations, Inc., Palm 

Beach Gardens, EUA) acoplada em baixa-rotação sob irrigação 

abundante com solução de cloreto de sódio 0,9% (Darrow, Rio de Janeiro, 

Brasil), foi confeccionado um defeito cirúrgico crítico de 8 mm de diâmetro 

(Furlaneto, 2007), na porção central da calvária envolvendo a sutura 

sagital, mantendo-se a integridade da dura-máter (Fig. 2B e C). De acordo 

com os tratamentos propostos os defeitos foram preenchidos com 

coágulo sanguíneo e sobre o defeito colocado uma membrana de 

colágeno porcino (Grupo Bio-Gide®- Geistlich – n=24) ou com uma 

membrana de celulose bacteriana (Grupo chá verde – n=24) ou não foi 

inserido nenhuma membrana correspondendo ao Grupo Controle (n=24). 

Finalizando o procedimento, os tecidos moles foram 

cuidadosamente reposicionados e suturados em planos empregando-se 

fio reabsorvível (ácido polilático – Vycril 4.0, Ethicon, Johnson Prod., São 

José dos Campos, Brasil) no plano profundo e fio monofilamentar (Nylon 

5.0, Mononylon, Ethicon, Johnson Prod., São José dos Campos, Brasil) 

com pontos interrompidos no plano mais externo. 
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           No pós-operatório imediato cada animal recebeu dose única 

intramuscular de 0,2 ml de Penicilina G-benzatina (Pentabiótico 

Veterinário Pequeno Porte, Fort Dodge Saúde Animal Ltda., Campinas, 

SP). 

 

 

 

 

 

 

2.4  Análise Histológica 

Após a obtenção das lâminas, avaliou-se histologicamente a 

neoformação óssea, ausência de infiltrado inflamatório, formação de 

tecido conjuntivo, absorção e/ou manutenção dos materiais estudados. 

 

2.5 Análise Histométrica: 

Posteriormente as lâminas serem coradas com corante de 

hematoxilina e eosina (Merck & Co., Inc.) as mensurações da área de 

osso neoformado foram realizadas utilizando um microscópio óptico 

(LeicaR DMLB, Heerbrugg, Switzerland) acoplado a uma câmera de 

captação de imagem (LeicaR DC 300F microsystems ltd, Heerbrugg, 

Switzerland) e conectado a um microcomputador com um software 

analisador de imagens digitalizadas ImageJ (National Institutes of Health, 

Bethesda, MD, USA).  

A B C 

Fig. 2. A. Acesso cirúrgico a calvária. B. Trefina de 7mm. C. Remoção da cortical da região de calvária. 
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            Foi avaliada a área de tecido ósseo presente na região central dos 

defeitos ósseos. Os dados obtidos nas análises foram transformados em 

valores absolutos, de pixels, para micrometros ao quadrado, de modo a 

minimizar a interferência da diferença do tamanho do negativo. Para a 

comparação entre os valores médios obtidos nos diferentes grupos e 

períodos experimentais, foi inicialmente submetido ao teste estatístico. 

 

2.6  Análise imunoistoquímica 

  As reações imunoistoquímicas foram visualizadas utilizando o 

método de detecção por imunoperoxidase indireta. Foi realizado o 

bloqueio de reações não específicas através da inativação da peroxidase 

endógena, usando-se peróxido de hidrogênio 3% (Merck, Sao Paulo, SP, 

Brazil), albumina sérica bovina 1% albumin (Sigma-Aldrich Ltda., Sao 

Paulo, SP, Brazil), e leite em pó sem gordura 20%. A recuperação do 

antígeno foi conseguida com um tampão de fosfato de citrato (PH 6,0) na 

presença de calor úmido. Os anticorpos primários foram utilizados contra 

a osteocalcina (OC) (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA) e 

osteopontina (OP) (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA).  Estas 

proteínas foram escolhidas para avaliar as repostas celulares referentes à 

mineralização óssea. O anticorpo secundário utilizado foi um anticorpo 

biotinilado anti-cabra produzido em coelhos (Pierce Biotechnology, 

Rockford, IL EUA), com biotina e estreptavidina (Dako, Glostrup, 

Dinamarca) e diaminobenzidina (Dako, Glostrup, Dinamarca) como o 

cromógeno. A contra-coloração foi realizada com hematoxilina de Harris. 
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As reações imunoistoquímicas foram avaliadas através da 

atribuição de escores por análise semi quantitativa 31 32. Os escores 

variaram de nulo (0), leve (+), moderado (++) e intenso (+++) e foram 

avaliados a partir das imagens capturadas do centro do defeito realizado 

na calvária de todos os animais que fazem parte do experimento, para os 

biomarcadores osteocalcina (OC) e osteopontina (OP). Para a aquisição 

das imagens, foi utilizado o Fotomicroscópio (LeicaR DMLB, Heerbrugg, 

Switzerland) conectado a um micro-computador. Foram avaliados apenas 

os períodos de 15, 30 e 60 dias, devido ao fato de que aos 7 dias não se 

espera que haja atividade celular referente aos biomarcadores OC e OP, 

que estão relacionados ao estágio final da formação óssea. 

   

2.7  Análise Estatística: 

  Os dados obtidos através da análise histométrica foram, 

inicialmente, submetidos ao teste de homogeneidade para avaliar a 

distribuição dos dados na curva de normalidade (Shapiro-Wilk dois 

fatores). Confirmando a normalidade da distribuição, foi aplicado o teste 

de Tukey para comparação das medias. O nível de significância adotado 

foi p<0.05. 

 

3.  Resultados  

3.1 Avaliação morfológica (microscópica): 

Os resultados foram avaliados por meio de microscópio óptico com 

padronização da leitura das lâminas do grupo controle, grupo do Chá 
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verde e no grupo colágeno porcino (Bio-Gide®- Geistlich Wolhusen, 

Switzerland).  

 

GRUPO CONTROLE (GC) - Sem membrana 

 

7 dias 

A citoarquitetura óssea do corte histológico aos 7 dias mostrou 

hipervascularização na região do defeito ósseo e já com a presença de 

atividade fibroblástica (Fig. 3)   

 

15 dias  

Aos 15 dias, a fotomicrografia do grupo controle exibe a borda do 

defeito ósseo indo em direção ao centro da ferida, notou-se neoformação 

óssea, com tecido ósseo primário e aleatoriamente distribuído, ricamente 

celularizado por osteócitos e recoberto em suas superfícies por 

osteoblastos. A neoformação óssea somente foi notada nos cotos da 

ferida cirúrgica, sendo ausente na região central. Há abundante tecido de 

granulação jovem, contendo macrófagos, neoformação vascular, 

fibroblasto e pouca matriz extracelular preenchendo a região central da 

ferida (Fig. 3). 

 

30 dias  

No período de 30 dias o grupo coágulo apresentou área óssea 

neoformada mais próximo aos cotos do defeito. O espaço entre estes se 

apresenta preenchido por um tecido conjuntivo frouxo não modelado (Fig. 

3).  
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60 dias 

 A fotomicrografia panorâmica do grupo coágulo denota preenchimento 

do defeito com tecido conjuntivo imaturo e presença de infiltrado inflamatório, 

sem sinais de neoformação ósseo, comprovando ser um defeito crítico (Fig. 3).  

 

 

GRUPO DE COLÁGENO PORCINO (Bio-Gide® - Geistlich Wolhusen, 
Switzerland) - (BG) 

 

7 Dias 

 

 

   Nota-se a presença da membrana de colágeno porcino em todo 

defeito preenchido por um tecido altamente vascularizado, sem infiltrado 

inflamatório (Fig. 3). 

 

15 Dias 

 

Nesse tempo operatório nota-se um tecido com menor 

vascularização, áreas de tecido ósseo neoformado a partir do coto. 

Verifica-se também a presença de pontos de tecido osteóide no centro do 

defeito (Fig. 3). 

 

30 Dias 

 

No tempo operatório de 30 dias nota-se uma grande quantidade de 

tecido ósseo neoformado entremeado por fragmentos da membrana de 

colágeno porcino (Bio-Gide® - Geistlich Wolhusen, Switzerland) (Fig. 3). 
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60 dias 

  Aos 60 dias de reparo, a membrana colágena Bio-Guide denota 

aspecto de fechamento completo do defeito sem presença de 

remanescente da membrana. 

Na observação das lâminas em um aumento de 25X nota-se a 

presença de neoformação óssea a partir dos cotos ósseos e no centro 

do defeito, podendo ser observado células ósseas viáveis e sem a 

presença de remanescente da membrana. (Fig. 4A).  

 

GRUPO DO CHÁ VERDE (Nanoskin® -Innovatec’s, São Carlos 
SP, Brasil) – (CV) 

 

7 dias 

 

 

No grupo chá verde foi possível observar aos 7 dias somente a 

presença de um tecido conjuntivo ricamente vascularizado e com um 

infiltrado inflamatório intenso (Fig. 3). Região central do defeito nota-se a 

presença de um intenso infiltrado inflamatório (Fig. 3). 

 

15 dias  

 

Foram analisados os cortes do grupo do chá verde com um 

aumento de 12.5X e verifica-se que ocorreu neoformação óssea próxima 

aos cotos e com uma pequena diminuição do infiltrado inflamatório (Fig. 

3). 
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30 dias  

 

Ao menor aumento (125x) é possível observar que a membrana de 

chá verde não foi capaz de realizar o fechamento do defeito (Fig. 3). 

 

60 dias 

Aos 60 dias, é possível notar que ainda não há o fechamento do 

defeito com tecido ósseo (Fig. 3).  

           Ao analisar a fotomicrografia em maior aumento (250x), nota-se 

que o grupo do chá verde apresenta tecido conjuntivo maduro, com 

presença de fibras colágenas e permanência de infiltrado inflamatório com 

discretas áreas de tecido osteóide (Fig. 4B). 

 

Fig. 3 – Fotomicrografias dos cortes histológicos em menor aumento (125x) referente aos 

grupos experimentais (GC – Grupo Coágulo; BG – Bio-Gide
®

; CV – Chá verde) em todos os 

períodos analisados (7, 15, 30 e 60 dias), nos quais observamos a capacidade de reparação 

óssea de cada membrana, sendo que a Bio-Gide apresentou melhor performance aos 60 dias 

com o fechamento significativo do defeito ósseo. O grupo Chá-verde apresentou bom 

fechamento do defeito, porém com maior presença de tecido conjuntivo pouco diferenciado.  
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Fig. 4 – Fotomicrografias dos cortes histológicos em menor (125x) e maior aumento 

(250x) de área delimitada (centro do defeito) referente aos grupos experimentais BG e 

CV no período mais longo de reparação (60 dias). (A) nota-se a presença de 

neoformação óssea a partir dos cotos ósseos e no centro do defeito. (B) nota-se que o 

grupo do chá verde apresenta pequenas áreas de tecido osteóide, prevalecendo o 

aspecto de tecido conjuntivo mais maduro, com presença de infiltrado inflamatório.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2. Análise histométrica: 

Os resultados referentes à membrana utilizada evidenciaram que, 

tanto aos 7 dias quanto aos 15 dias de reparo ósseo houve similaridade 

nos valores da área de neoformação óssea na comparação entre os 

grupos (Fig. 5). Já quando analisamos os 30 dias de reparo ósseo são 

possíveis observar que o grupo que recebeu a membrana Bio-Gide® foi o 

que apresentou maior discrepância em relação aos outros dois grupos 

(P<0,001). É possível observar maior área de neoformação óssea no 

Bio-Gide Chá verde 
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grupo Chá verde em relação ao grupo coágulo, no entanto sem 

apresentar diferença estatística (P>0,05) (Fig. 5). Em relação aos 

períodos analisados, observou-se que apenas no grupo Bio-Gide® houve 

melhor reparo ósseo aos 30 dias quando comparados aos demais 

períodos (Fig. 5).      

 

Fig. 5 – Gráfico comparando os valores mensurados da área de neoformação óssea 

entre os grupos e períodos analisados. Quando comparado o tipo de membrana 

utilizado, observa-se que houve diferença estatística apenas no período de 30 e 60 dias 

entre os grupos BG x CV e BG x GC (Teste de Tukey – P<0,001), sinalizados pelo 

asterisco (*) e cerquilha (#) acima do gráfico. Quando comparados os períodos 

analisados, observa-se diferença estatística apenas no grupo BG entre os períodos 30d 

e 60d x 15d e 30d e 60d x 7d (Teste de Tukey – P<0,001).   
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3.3. Análise imunoistoquímica 

 

 

GRUPO DE COLÁGENO PORCINO (Bio-Gide® - Geistlich Wolhusen, 

Switzerland) - (BG) 

 

Osteocalcina: A fotomicrografia do reparo ósseo aos 15 dias de 

evidencia marcação moderada (++) para a proteína osteocalcina, 

principalmente em região de matriz extracelular. Aos 30 e 60 dias de 

reparo ósseo, é possível observar marcação intensa (+++) para o 

biomarcador osteocalcina em região de coto ósseo e centro do defeito 

(Quadro I, Fig. 6). 

Osteopontina: A fotomicrografias do reparo ósseo aos 15 dias denota 

marcação moderada (++) para a proteína osteopontina. Já aos 30 dias, 

observa-se marcação leve (+) para o biomarcador. Aos 60 dias, é 

possível observar a presença moderada (++) deste biomarcador 

novamente (Quadro I, Fig. 7). 

 

GRUPO DO CHÁ VERDE (Nanoskin® -Innovatec’s, São Carlos 
SP, Brasil) – (CV) 

 

Osteocalcina: As fotomicrografias obtidas aos 15 e 30 dias de reparo 

ósseo, evidenciam marcação leve (+) para a proteína osteocalcina. No 

entanto, aos 60 dias de reparo, é possível notar marcação intensa (+++) 

para esta proteína em região de cotos ósseos (Quadro I, Fig. 6).  
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Osteopontina: Em relação à proteína osteopontina, observou-se 

imunomarcação leve (+) aos 15 dias de reparo, moderada (++) aos 30 

dias e intensa (+++) aos 60 dias de reparo (Quadro I, Fig. 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Quadro I: Scores representativos relacionados à imunomarcação das proteínas 

osteocalcina (OC) e osteopontina (OP) referente aos grupos Bio-Guide (BG) e Chá 

Verde (CV), sendo os scores classificados como nulo (0), leve (+), moderado (++) e 

intenso (+++) 

 

Fig. 6 – Fotomicrografias dos cortes histológicos em aumento de 25x em área delimitada 

(centro do defeito) referente aos grupos experimentais BG e CV nos períodos de 15, 30 e 60 

dias de reparação. As setas vermelhas representam as áreas com maior marcação celular de 

diaminobenzidina, denotando maior expressão da proteína osteocalcina. 

Groups OC OP 

BG 15 dias 

 

++ ++ 

BG 30 dias +++ + 

BG 60 dias +++ ++ 

CV 15 dias + + 

CV 30 dias + ++ 

CV 60 dias +++ +++ 
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 Fig. 7 – Fotomicrografias dos cortes histológicos em aumento de 25x em área delimitada 

(centro do defeito) referente aos grupos experimentais BG e CV nos períodos de 15, 30 e 60 

dias de reparação. As setas vermelhas representam as áreas com maior marcação celular de 

diaminobenzidina, denotando maior expressão da proteína osteopontina.  

 

 

4. Discussão 

  

Este estudo teve como proposta avaliar a eficácia da membrana 

Nanoskin® (Innovatec’s, São Carlos SP, Brasil), sintetizada através da 

celulose bacteriana, no reparo de defeitos ósseos de 8mm criados em 

calvária de ratos machos adultos. Em relação a capacidade dessa 

membrana na osteopromoção e permitir neoformação de tecido ósseo, 

ficou evidente nas fotomicrografias referentes aos maiores períodos do 

reparo ósseo (30 e 60 dias) que não houve preenchimento do defeito 

ósseo com osso neoformado. Além da ausência de tecido ósseo e 

fragmentos da membrana, notou-se a predominância de tecido conjuntivo 
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fibroso em toda a extensão do defeito ósseo, mesmo nos períodos mais 

tardios. Nos períodos iniciais (7 e 15 dias), as características 

microscópicas mostraram que especificamente no grupo chá verde, houve 

um infiltrado inflamatório expressivo, o que atrasou o reparo ósseo em 

comparação aos grupos que utilizaram a membrana de colágeno (Bio-

Gide®). 

A investigação da biologia do tecido ósseo em função da 

membrana de chá verde nesta pesquisa se fundamentou na engenharia 

tecidual que tem mostrado resultados promissores, principalmente no que 

diz respeito ao reparo de tecido mole, tais como no reparo de úlceras 

venosas (28), lacerações e abrasões traumáticas, estases venosas, sítio 

doador de enxertos de pele, lesões por queimaduras de segundo grau, 

além de úlceras em pés diabéticos (29). Apesar de mostrar bom 

comportamento no reparo de tecidos moles, pouco se sabe sobre o efeito 

da celulose bacteriana em tecidos duros. Sendo assim, considerou-se 

avaliar sua eficácia na regeneração óssea guiada, uma vez que se trata 

de um material totalmente natural e biocompatível (30). Alguns trabalhos 

(31,32) iniciaram pesquisas nesse sentido obtendo resultados 

promissores e que diferiu dos resultados encontrados em nossa pesquisa.   

As membranas colágenas porcinas são amplamente utilizadas para 

este fim, sendo a Bio-Gide® a mais utilizada. Vários estudos clínicos 

(37,38) e experimentais (39,40) têm demonstrado a efetividade desta 

membrana como barreira biológica em defeitos ósseos importantes, seja 

associado a um biomaterial ou seu uso isolado.  
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Em relação ao presente estudo, os resultados referentes à análise 

histométrica evidenciam que a Bio-Gide® foi superior à membrana de chá 

verde (P<0,001) aos 30 dias de reparo ósseo. Além disso, a análise 

histológica evidencia que, apesar de preencher o defeito ósseo criado, a 

membrana de chá verde não foi de capaz de produzir tecido ósseo 

maduro, em que é possível observar apenas tecido conjuntivo, com 

discreta presença da membrana e tecido ósseo.   

Em contrapartida, Lee e colaboradores (2015) (41) compararam o 

uso da membrana de chá verde com membrana colágena (GENOSS, 

Suwon, Korea) como barreiras biológicas em defeitos de 8mm em calvária 

de ratos. No entanto, além da membrana, foi utilizado enxerto ósseo 

xenógeno. Os autores puderam observar que a membrana de chá verde 

apresentou comportamento bastante similar com a membrana de 

colágeno, capaz de estimular boa neoformação óssea no defeito criado, 

podendo ser utilizada como barreira biológica.  

Apesar dos autores terem demonstrado bons resultados 

relacionados à membrana de celulose bacteriana, é importante ressaltar 

que foi utilizado enxerto ósseo xenógeno associado, além de que a 

membrana colágena não se tratava da Bio-Gide®. No entanto, os 

resultados mostram a necessidade de realizar novos estudos acerca do 

uso da membrana de celulose bacteriana na regeneração óssea guiada 

(utilização de substitutos ósseos recobertos por membrana), uma vez que 

o material apresenta propriedades bastante interessantes, além de ser um 

material fitoterápico. Além disso, a atividade celular reparacional deste 

grupo em função da imunomarcação para as proteínas osteopontina e 
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osteocalcina aos 60 dias, foi intensa, por meio da área de imunomarcação 

na matriz extracelular. Estas proteínas representam a maturação do 

tecido ósseo e desta forma, a utilização da membrana de celulose 

bacteriana mostrou atividade celular interessante, o que suscita avaliar o 

seu comportamento em associação com substitutos ósseos em estudos 

futuros. 

A inflamatória atividade inflamatória apresentada nos resultados 

histológicos, que persiste em quase todos os períodos pode ser devido ao 

fato de que a celulose se apresenta como um corpo estranho ao ser 

humano, uma vez que não este não apresenta capacidade de digeri-la, o 

que pode ter levado a um atraso na sua reabsorção, acarretando em uma 

maior resposta inflamatória no tecido ósseo.   

Sendo assim, dentre as limitações deste estudo animal, foi possível 

concluir que, apesar de o chá verde demonstrar propriedades 

interessantes como membrana biológica e apresentar bons resultados no 

reparo de grandes injúrias em tecido mole, não demonstrou bom 

comportamento em defeitos críticos em calvária de ratos, pelo menos 

quando comparada à membrana colágena (Bio-Gide® - Geistlich 

Wolhusen, Switzerland), que evidenciou ser significativamente superior no 

que diz respeito à qualidade e quantidade de osso neoformado.   
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