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Santos AL. Avaliacdo de membrana experimental implantada em
cavidade cirurgicamente confeccionada em calota craniana de coelhos.
Estudo histolégico [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologiada da UNESP; 2010.

Resumo

O objetivo desse estudo foi avaliar histolégicamente o
comportamento de uma membrana experimental, de procedéncia
nacional, membrana de Fluoreto de Polivinilideno-Trifluoreto/
CeramicaTitanato de Bario (PVDF-TrFE/BT) e comparar com o0s
resultados da membrana de colageno. Para tanto foram confeccionados
defeitos 6sseos de 6mm de didmetro em calvéaria de coelhos.

Foram utilizados, um total de 30 coelhos, adultos
machos, divididos em quarto grupos:

Grupo |: cavidade cirurgica confeccionada no lado direito da calota
craniana do animal, preenchida com osso autégeno e coberta pela
membrana experimental de PVDF-TrFE/BT.

Grupo IlI: cavidade cirargica confeccionada no lado esquerdo da
calota craniana do animal, preenchida com coagulo e coberta pela
membrana experimental de PVDF-TrFE/BT.

Grupo lll: cavidade cirurgica confeccionada no lado direito da
calota craniana do animal, preenchida com 0sso autégeno e coberta pela

membrana de colageno.

Grupo IV: cavidade cirurgica confeccionada no lado esquerdo da
calota craniana do animal, preenchida com coagulo e coberta pela

membrana de colageno.



Os animais foram eutanasia nos periodos de 07, 30 e
120 dias. Os espécimes foram tramitados para analise histolégica.

O grupo | apresentou o melhor resultado em relagéo a
consisténcia histological do osso neoformado bem como acelerou o
processo. Nos grupos | e Il, a membrana experimental manteve o espaco
do defeito para a reparacao éssea. No grupo lll e IV, a membrana de
colageno permitiu apenas que houvesse uma reparacao parcial da
cavidade cirurgica confeccionada.

Por meio dos resultados obtidos, podemos concluir que:
a utilizacdo do enxerto 6sseo proporcionou a formacao de 6sseo de
melhor consisténcia com total reparacdo das cavidades Osseas; a
membrana experimental apresentou melhor biocompatibilidade e
qualidades compativeis para uso como barreira para a Regeneragao
Ossea Guiada, enquanto que a membrana de colageno serviu apenas
para recobrimento do defeito.

Palavras-chaves: Regeneracao 6ssea; cranio; coelhos.
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Santos AL. The evaluation of a novel membrane implanted into bone
cavities in the rabbit calvarian. Histological study [Dissertacdo de
Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2010.

Abstract

The purpose of this study was to histologically evaluate
the behavior of a novel membrane of the composite poly(vinylidene-
trifluoroethylene)/barium titane and compare the results with a collagen
membrane. The defects were surgically created into the calvarian bone.
The study used 30 adult, male rabbits were into from groups follow:

Group | — the bone defect of the right side was filled with
autogenous bone graft and covered with the novel membrane.

Group Il — the bone defect of the left side was filled with blood clot
and covered with the novel membrane.

Group Il - the bone defect of the right side was filled with
autogenous bone graft and covered with the collagen membrane.

Group IV — the bone defect of the left side was filled with blood clot
and covered with the collagen membrane.

The animals were sacrificed at 07, 30 and 120 days.

The results: The group | showed the better bone
formation and the accelerated repair. The novel membrane kept the bone
space to repair. In the group Il and 1V, the collagen membrane influenced
the bone repair process, so the defects were partial filled by bone.

The conclusion: The autogenous bone grafts stimulated
the osteogenesis; the novel and the collagen membranes showed
biocompatibility and the novel membrane has quality to serve as Bone
Gide Regeneration Process; the collagen membrane can be used to cover
the grafts or implants materials.

Key-words: Bone regeneration; cranium; rabbits.
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1 Introducao

Durante a década de 80, uma série de estudos na
Suécia documentou os principios da “regeneragdo tecidual guiada”
(RTG)"*"*°_ O principio da RTG esta baseado em restringir o crescimento
do epitélio e do tecido conjuntivo gengival no defeito e permitir que
somente células pluripotenciais do ligamento periodontal e o0sso
proliferem na regido do defeito.

Na década de 90, com a evolucao dos implantes
osseointegraveis, ocorreu o desenvolvimento da “regeneragdo éssea
guiada” (ROG)>'®, onde defeitos periodontais, defeitos causados pela
extracdo dentaria ou reabsorcdo Ossea, puderam ser tratados para que
posteriormente recebessem instalacdo de implantes osseointegraveis.

Atualmente, a regeneracdo guiada é usada como
tratamento efetivo na reparacao de diferentes tecidos, inclusive do tecido
6sseo ha mais de 20 anos®. E uma técnica terapéutica comprovada tanto
em estudos clinicos em seres humanos®*% como em estudos
experimentais em animais®®°*®. No caso da ROG é considerada uma
técnica reconstrutiva que usa uma barreira para criar e proteger um
espaco no qual o reparo do tecido pode ocorrer. Esse espago deve ser
mantido por todo o tempo do processo de reparacdo*’. Apesar da eficacia
do método, o que ainda gera grande discussao € quanto a escolha do tipo

de barreira, mais comumente denominada de membrana. Para tal
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finalidade e para elucidar este fato ha atualmente varios estudos sobre o
uso de diferentes membranas na regeneracao 6ssea®"®"’.

Nao s6 o comportamento da prépria membrana, mas o
tipo do defeito 6sseo e a situacdo clinica vao influenciar na escolha da
membrana.

Existem membranas reabsorviveis, por exemplo, de
acido glicolico, colageno ou polimeros de lactato. Dependendo de sua
composicao, o tempo de reabsorcdo pode ser mais ou menos longo. As
vantagens dessas membranas é que nao exigem necessidade de um
segundo procedimento cirdrgico para a remo¢ao da mesma, apresentam
propriedades hidrofilicas o que as tornam faceis de serem manipuladas e,
sdo muito menos suscetiveis a infecgdo quando expostas. A grande
desvantagem da membrana reabsorvivel é a auséncia da capacidade de
manutencdo de espaco ao longo do periodo de reparacdo tecidual*.
Portanto, 0 seu emprego esta mais associado a protecdo de enxertos
O0sseos particulados ou implantes; para preenchimento de defeitos
0sseos; cobertura de enxertos désseos em bloco ou para areas de
extracao dentaria que tenham suficiente nimero de paredes.

As membranas de colageno parecem atender bem aos
propdsitos da regeneracao de tecidos periodontais, da mesma forma que
tém sido amplamente utilizadas como cobertura em defeitos 6sseos

preenchidos com algum tipo de material biolégico®’. Essa membrana

apresenta um potencial de reabsor¢cao proveniente de um processo de
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degradacao ou fagocitose que pode iniciar-se ap6s algumas semanas da
instalacdo da mesma®'%%.

J& as membranas nao reabsorviveis apresentam
necessidade de remocado e estdo associadas a alta incidéncia de
deiscéncia do tecido mole e consequlente exposicao da mesma, levando,
freqlientemente, a resultados desfavoraveis e infeccao*'. Podem também
apresentar resultados muito pobres quando ocorrem micromovimentos na
sua superficie, principalmente no que diz respeito a migracdo de
fibroblastos através dos tecidos®™. Sdo consideradas inadequadas para
serem usadas em grandes reconstrucoes Osseas devido as suas
propriedades inertes no auxilio da formacdo 6ssea”. Dentre as
membranas nado reabsorviveis utilizadas, podemos citar a mais
recomendada, a membrana de politetrafluoretileno expandido (e-PTFE),
um material de teflon, macio e de facil manipulacao. Apresenta excelentes
resultados do ponto de vista de biocompatibilidade®, bem como o uso
satisfatério deste material na Regeneracdo Tecidual Guiada (RTG) e
posterior Regeneracdo Ossea Guiada (ROG)*. Outro fator muito
importante na utilizacdo da e-PTFE é o seu alto custo o que na maioria
das vezes torna sua utilizag&o inviavel.

Um  material ideal apresentaria  adequadas
propriedades mecanicas e de biocompatibilidade para que ocorra uma

regeneracao favoravel do tecido 6sseo. Os polimeros apresentam

caracteristicas como: resisténcia, flexibilidade e facil processamento. Por
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outro lado, as ceramicas apresentam forte resposta piezoelétrica’,
fenbmeno fisico no qual alguns materiais submetidos a uma pressao
mecanica respondem com a geracao de cargas elétricas. Os 0ssos
possuem essa caracteristica e seu crescimento estd associado a
piezeletricidade. Partindo desses principios, é possivel que a combinacao
de polimero e de uma ceramica resultasse em um compoésito com
potencial favoravel de ser usado como barreira para regeneragao guiada.
Por conta destas caracteristicas, Gimenes et al.*® em
2005, desenvolveram uma membrana experimental a partir de um
compaosito formado pela unido de dois polimeros (copolimero) PVDF-TrFE
(fluoreto de polivinilideno-trifluoretileno) e pela ceramica titanato de bario
(BT), fabricada no Instituto de Quimica da Universidade Estadual Paulista,
unidade de Araraquara. Em estudo experimental realizado por Beloti et
al.’ em 2006, essa membrana apresentou melhor biocompatibilidade, in
vitro, quando comparada com a membrana de e-PTFE. De fato, a
membrana de PVDF-TrFE/BT ao final do estudo em cultura de células in
vitro apresentou no meio de cultura a presenca de formacédo nodular
semelhante ao osso em um estagio final da osteogénese. Por essa razao,
imaginamos que a membrana de PVDF-TrFE/BT (membrana
experimental) poderia ser testada como um biomaterial alternativo para
ser utilizado na ROG, lembrando que se trata de um material nacional

com grande potencial, inclusive com possibilidade de custo viavel.
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Assim, julgamos oportuna a realizagdo desse trabalho
que tem o objetivo de realizar um estudo “in vivo” para comparar a
membrana nao reabsorvivel de PVDF-TrFE/BT (membrana experimental)
com a membrana reabsorvivel a base de colageno, verificando os
resultados quanto ao comportamento, a biocompatibilidade e a

capacidade de auxiliar na regeneracao éssea guiada.



2 Revisdo da Literatura




2 REVISAO DE LITERATURA

O avango cientifico tem se desenvolvido com
vertiginosa velocidade em diversos campos, isto pode ser evidenciado na
area da saude por meio de novas técnicas e metodologias criadas. Um
exemplo é a busca incessante na recuperacao e regeneracao de tecidos
perdidos. Dentre as técnicas consagradas cientificamente temos a
regeneracao 6ssea guiada (ROG), com uso de membrana servindo como
barreira que é o meio mais aplicado na recuperacdao e reparagdao do
tecido d6sseo.

Dahlin et al.?*®, em 1989, estudaram a possibilidade do
uso da regeneracéo tecidual guiada para gerar 0sso nas partes expostas
dos implantes de titanio. Nesse estudo, foram utilizados 15 coelhos e 30
implantes de titAnio colocados em tibias. As partes expostas dos
implantes foram cobertas por membranas de e-PTFE. Os resultados
mostraram que nos locais onde foram colocadas as membranas as roscas
dos implantes foram cobertas por uma significativa quantidade de osso
neoformado, indicando que a técnica da membrana € um método cirurgico
para se criar 0sso ao redor de partes expostas de implantes de titanio.

Gelb et al. *, 1993, acompanharam 35 pacientes com
50 implantes imediatos pelo periodo de 3 anos. Foram utilizados 3
modalidades de tratamentos: 1) implante alégeno de osso liofilizado
desmineralizado (DFDBA); 2) Membrana de e-PTFE e 3) Combinacdo de
ambos os tratamentos. A morfologia dos defeitos ao redor dos implantes
foi dividida em: defeitos sem parede; defeitos com trés paredes e defeitos
circunferenciais. Os autores verificaram que tanto a osseointegracéo
como a regeneracdo foi obtida nos trés tipos de defeitos. Porém, nos

defeitos de 3 paredes e nos circunferenciais o tratamento com a utilizagéo
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da membrana de e-PTFE forneceu uma condicdo mais favoravel para a
regeneracao 6ssea e cobertura por 0sso das roscas dos implantes.

Schenk®®, em 1994, caracterizou o padrio de
regeneracao éssea em defeitos considerados de tamanho grande que
foram protegidos por membranas, em mandibulas de cées. Foram
comparadas duas qualidades diferentes de membranas de e-PTFE, com
diferente rigidez. Apds o periodo pds operatédrio de 2 e 4 meses, as areas
tratadas sem membrana e, que serviram como grupo controle,
apresentaram reparagdo 0ssea incompleta com persisténcia do defeito.
Outro dado observado € que a regeneracdo éssea nao foi concluida
dentro do periodo de 4 meses. Com base nessas informacdes, o autor
sugere que um periodo maior € necessario em defeitos maiores para que
ocorra a reparacao 6ssea por completo. Além disso, observou que 0 uso
das membranas promoveu melhor regeneracao do tecido 6sseo visto que
a técnica da regeneracdo Ossea guiada exclui os tecidos néo
osteogénicos dos defeitos ésseos. O autor constatou que as membranas
de e-PTFE com reforco preservaram a forma original do osso durante
todo o tempo de reparacao, enquanto que as membranas de e-PTFE sem
reforco apresentaram colapso parcial.

Becker et al.®, 1994, produziram em um estudo piloto
volume 6sseo por meio da regeneracdo dssea guiada (ROG) para
colocacdo de implantes. A técnica utilizada consistia do uso de pinos
absorviveis para segurar a membrana de e-PTFE, evitando o seu colapso
para dentro dos defeitos. Os trés defeitos tratados neste estudo foram
completamente preenchidos por osso neoformado e a colocagcdo dos
implantes foi bem sucesso. Biopsias dos lugares tratados revelaram
neoformacao ossea.

Hammerle et al.*®, em 1995, determinaram a dinamica
temporal do processo de reparacdo de defeitos dsseos de tamanho
critico, criados na calota craniana de coelhos e que foram tratados pelo
método da regeneracdo 6ssea guiada (ROG). Foram realizados defeitos
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0sseos de 15mm de didametro no osso parietal direito de 4 coelhos. Os
defeitos foram cobertos por membranas de politetrafluoretileno expandido
(e-PTFE) que estenderam de 4 a 5 mm além do defeito. Os animais foram
sacrificados nos periodos de uma, 2, 3 e 5 semanas pds-cirdrgico.

No periodo de uma semana ja apresentava o inicio da
regeneracao 6ssea que podia ser vista radiograficamente como uma
camada fina adjacente as bordas do defeito. Isto representava um
aumento de 23% em relagdo ao defeito inicial. Ja no fim do periodo da
segunda semana houve um ganho adicional de novo tecido 6sseo
formado nas bordas do defeito 0 que representava um crescimento 6sseo
de quase 36%; na terceira semana as ilhotas d&sseas formadas
aproximaram-se da parte central do defeito, os resultados radiograficos
indicaram 55% do defeito foi ocupado por um novo tecido 6sseo. Na
quinta semana, o exame radiografico indicou uma maior aposicao 6ssea
nas margens e presenca de multiplas ilhotas de tecido 6sseo espalhadas
por toda area, ocupando 81% do defeito original. Os defeitos tratados
apresentaram regeneracao pelo crescimento 6sseo a partir das margens
do defeito e formacao de ilhas 6sseas dentro da area do defeito. O osso
reparado  apresentava  caracteristicas  histolégicas de  o0sso
intramembranoso.

Com o objetivo de avaliar e comparar histologicamente
0 processo de reparacgao de defeitos 6sseos, criados cirurgicamente no
osso parietal de ratos. Para isto, Bosch et al.'’, em 1995, implantaram
uma ou duas membranas de e-PTFE em um dos defeitos o outro lado, foi
utiizado como controle onde ocorreu a reparacao do defeito
espontaneamente. Neste estudo foram utilizados 29 ratos. No o0sso
parietal destes animais foram realizados defeitos 6sseos bilaterais com 5
mm de diametro. Os animais foram divididos em 2 grupos: 1- Grupo com
dupla membrana de e-PTFE (n=9) sendo que sobre o defeito do lado
esquerdo foi colocada uma membrana na parte interna do defeito entre a

dura-mater e o osso parietal e a outra membrana foi colocada na parte
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externa do defeito logo abaixo ao periésteo; 2- grupo com membrana
simples (n=20) esta foi posicionada somente externamente ao defeito
esquerdo abaixo do periésteo. O lado direito dos defeitos foram utilizados
como controle e nenhum tipo de tratamento foi aplicado. O sacrificio dos
animais ocorreu apds 30 dias o ato cirdrgico. A avaliacdo histolégica
seguiu os seguintes critérios: 1- auséncia de fechamento do defeito
0sseo; 2- fechamento parcial neoformacgéo a partir das bordas do defeito
sem estabelecer continuidade; 3- fechamento completo, continuidade
Ossea entre as bordas do defeito. O grupo controle apresentou
basicamente preenchimento por tecido conjuntivo, todos os defeitos
apresentaram auséncia de fechamento com tecido ésseo. O grupo com
membrana dupla apresentou 6 espécimes com fechamento completo dos
defeitos, 2 espécimes com fechamento parcial e apenas um espécime
nao apresentou fechamento do defeito devido a uma infeccdo. O grupo
com membrana simples 15 espécimes ndo tiveram o fechamento dos
defeitos, 4 obtiveram fechamento parcial do defeito e apenas um
espécime teve fechamento completo do defeito. O uso de membrana
dupla aumentou a taxa de regeneracao éssea neste modelo de estudo e a
dura-mater parece nao ter um papel fundamental no processo de
regeneracao éssea.

Schlegel et al.”®, 1997, avaliaram em estudos pré-
clinico e clinico, as reagdes imunoldgicas da membrana de colageno Bio-
Guide. No estudo experimental, foram utilizadas as membranas Bio-Guide
B e Bio-Guide®, subcutaneamente, em 1trés e quatro coelhos,
respectivamente. Para avaliacdo da resposta imunoldgica utilizando o
teste imuno-enzimatico ELISA, foram realizadas coletas de sangue nos
periodos de 7 dias e 11 semanas. O estudo piloto clinico foi realizado em
6 pacientes, submetidos a ressecc¢éo bilateral na regiao dos molares que
foram tratadas com a implantacdo de membranas de colageno Bio-
Guide®. Foi realizada avaliagdo radiografica padronizada nos tempos de
3, 6, e 9 meses. Nesses pacientes, realizou-se coletas sanglineas em
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trés periodos (primeiro: 8-15 dias; segundo: 16-30 dias; terceiro: 35-65
dias). Para a analise imunoldgica utilizou-se também o teste ELISA. O
estudo experimental mostrou auséncia de imunogenicidade das
membranas Bio-Guide®, enquanto que as membranas Bio-Guide B,
observou-se uma ligeira resposta imunoldgica e, portanto as membranas
Bio-Gide B foram excluidas do estudo clinico. No estudo clinico também
indicou a auséncia de imunogenicidade da Bio-Gide® em humanos. Os
resultados radiograficos do estudo clinico, no periodo de 9 meses,
indicaram melhor reparagdo 6ssea. Clinicamente, ndo foi notada inducao
de resposta imunolégica pela utilizacdo das membranas de colageno Bio-
Gide® até o periodo de 9 semanas estudado .

Piattelli et al.?®, 1997, estudaram o periodo de
reabsorcdo da membrana de polimero de hidroxiapatita por meio de
analise histolégica. Foram utilizados 07 coelhos para instalagdo de 03
mini-implantes na tibia de cada animal. Foram criados defeitos de 03 mm
ao redor dos mini-implantes. No total utilizaram 42 implantes em trés
situacdes clinicas diferentes: 1) implante e defeito (controle); 2) implante,
defeito e membrana; 3) implante, defeito, Biocoral (material de
preenchimento e membrana. Um animal foi sacrificado apés uma semana
de pds- operatério e, 02 animais foram sacrificados em cada um dos
periodos 04, 06 e 10 meses. O polimero da membrana foi reabsorvido no
periodo entre 4 e 6 meses, enquanto que a hidroxiapatita, comecou a ser
reabsorvida apdés o décimo més. Os autores concluiram que a membrana
de polimero de hidroxiapatita estudada poderia ser usada na regeneragao
tecidual guiada, porém deve ter extremo cuidado para transpor esses
dados para situacao clinica.

Aaboe et al.", 1998, realizaram um estudo para avaliar
a possibilidade do material poligalactina 910 servir como membrana para
ROG, comparando os resultados com a membrana de politetrafluoretileno
expandido (e-PTFE). Foram utilizados 40 coelhos divididos em 4 grupos
experimentais e 1 grupo controle. Defeitos bicorticais de 15mm de
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diametro foram realizados nos cranios dos animais. Dois grupos
experimentais foram tratados por meio da utilizagdo de uma membrana de
e-PTFE associada a uma de poligalactina 910 (PG). Nos outros dois
grupos experimentais foram utilizados 2 membranas de e-PTFE e 2
membranas de PG, sendo que uma membrana era colocada na parte
interna do defeito logo acima da dura-mater e, a outra colocada na parte
externa recobrindo o defeito 6sseo criado. No grupo controle, os defeitos
0sseos nao receberam membrana. Os defeitos cobertos por uma ou duas
membranas de PG foram invadidos por herniacdo do tecido cerebral,
apresentando pouca quantidade de osso neoformado nas bordas do
defeito. A parte restante do defeito foi preenchida com tecido conjuntivo
fibroso. O tecido conjuntivo continha muitos vasos sanguineos e consistia
de ambas as fibras colagenas densa e frouxamente arranjadas. Os
defeitos cobertos pela membrana externa de e-PTFE revelaram similar
padrdao de reparacdo. Os defeitos cobertos por duas membranas de e-
PTFE mostraram um padrdo de melhor de reparacado 6ssea, porém de
forma incompleta. O osso regenerado era osso lamelar em processo de
remodelacdo. O padrao de reparacdo dos defeitos controles confirmou
que o defeito criado era um defeito critico. Nesse caso, os defeitos
apresentaram-se preenchidos pela herniacdo do tecido cerebral, com
discreta quantidade de tecido 6sseo neoformado nas bordas do defeito e,
o restante da cavidade preenchida com conjuntivo fibroso. A dura-mater
fusionou-se com o tecido conjuntivo fibroso. Os autores concluiram que o
material de poligalactina 910 ndo € recomendado para utilizagdo como
membrana para regeneracdo Ossea guiada. A colocacdo de forma
bicortical de membranas ndo garante completa reparacdo éssea do
defeito de tamanho critico na calvaria de coelhos apds 8 semanas.

lto et al.*, 1998, verificaram o comportamento de uma
membrana bio absorvivel e de uma nao absorvivel na regeneragcéo 6sseo
guiada, em 08 coelhos. Para isso foram implantados parafusos de titanio

na calvaria dos animais, um parafuso em cada osso parental. Os
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parafusos foram cobertos de um lado com membrana bio absorvivel
(acido polilactico) e outra nao absorvivel (e-PTFE). Depois de 06 meses
de poés-operatorio, foi realizada a eutanasia e as bidpsias foram
tramitadas para estudo histolégico e histomorfométrico. Nao foram
encontradas diferencgas significativas entre as membranas bio absorviveis
e nao absorviveis. Os autores concluiram que membranas nao
absorviveis com suficiente dureza poderia ser usada para obter um
grande volume em espessura e altura éssea quando comparadas com as
membranas bio absorviveis, permitindo um melhor processo de
regeneracao 6ssea guiada.

Zitzmann et al.®, 1999, avaliaram por meio de estudo
retrospectivo, os parametros que podem influenciar no resultado do
tratamento da regeneracdo éssea guiada (ROG). Dentre os resultados
apontados os autores encontraram que a quantidade média de
preenchimento ésseo (87%), utilizando membrana absorvivel (Bio-Guide)
em combinagdo com enxerto Bio-Oss € comparavel com os resultados de
estudos apresentados por diversos autores com o uso de membranas nao
absorviveis do tipo e-PTFE.

Dupoirieux et al.*

, em 2001, compararam o uso de
trés tipos de membranas (e-PTFE n&o absorvivel, absorvivel de
poligalactina e absorvivel de colageno derivado de casca de ovo) para
melhorar a regeneragdo 0ssea defeitos de 6mm criados no cranio de
ratos. O lado esquerdo da calota craniana, foi usado como controle e
permaneceu vazio; o lado direito, foi usado com os materiais
experimentais. Os animais foram divididos em 3 grupos: grupo 1 (n=10)
membrana de e-PTFE; grupo 2 (n=10) membrana de poligalactina 910;
grupo 3 (h=10) membrana hidrolizada de casca de ovo. Os animais foram
sacrificados apds 60 dias para as andlises radiografica e histoldgica.
Somente a membrana de e-PTFE demonstrou bons resultados tendo em

7 dos animais regeneracdo 0ssea parcial e em 3 amostras regeneracao
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completa. Quanto aos outros tipos de membranas, nenhum dos grupos
mostrou regeneragao éssea completa.

Neste artigo de revisdo Triplett et al.”®, 2001, abordam
o conceito de ROG (Regeneracdo é6ssea guiada) e discutem os mais
variados tipos de membranas. Apresentam os dois principais tipos de
membranas: as nao biodegradaveis (e-PTFE) e as biodegradaveis
(membrana de colageno, polimeros sintéticos e membrana de 0sso
desmineralizado). Os autores demonstram que a membrana de e-PTFE
apresenta vantagem por permitir espaco adequado a regeneracao 6ssea.
Apontam como desvantagem, a possibilidade de deiscéncia da mucosa
que recobre a membrana o que ocasionaria acumulo de placa e infecgao,
além de apresentarem um alto custo. Ja as membranas biodegradaveis
como vantagens sao de facil uso, custo menor, boa biocompatibilidade,
porém apresentam certo potencial de antigenicidade (membranas de
colageno), reacdo de corpo estranho (polimeros) e dificuldade de
estabilizagao.

1.2 em 2002, observaram

De acordo com Pallesen et a
o0 modo como o tamanho das particulas do osso autégeno particulado
poderia influenciar no inicio da regeneracdo éssea. Foram realizados 4
defeitos dsseos de 6mm de didmetro sobre a calota craniana de 15
coelhos. Dois defeitos foram preenchidos com osso autégeno de
diferentes tamanhos de particulas: de 0.5 a 2mm® e de 10mm°. Além
disso, um dos defeitos utilizado como controle nao foi preenchido. Todos
os defeitos foram cobertos pela membrana e-PTFE. O sacrificio dos
animais ocorreu no periodo de 7, 14 e 28 dias. Os defeitos preenchidos
com as particulas de menor tamanho apresentaram maior formacao
O0ssea comparado aos que foram preenchidos com particulas 6sseas de
maior tamanho. Os autores concluiram que particulas de 0.5 a 2mm® de
tamanho sdo mais indicadas para o uso no processo de auxilio da

regeneragdo 6ssea do que particulas de 10mm?.
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Em estudo realizado em 2003 por Gosain et al.*”, com
0 objetivo de definir melhor os fatores que afetam a regeneracédo de
defeitos dsseos, as seguintes hipéteses foram testadas: (1) verificar se a
dura-mater e o tecido pericranial apresentam potencial osteogénico; (2) se
a estratégia ideal para regeneracao, 6ssea em defeitos de calvaria iria
variar entre animais jovens e adultos em fungédo do potencial osteogénico
da dura-mater e pericranio. Foram utilizados 16 coelhos jovens com 6
semanas e 16 coelhos adultos, entre 8 e 12 semanas. Foram criados
defeitos 6sseos bilaterais de 10x10mm no cranio destes animais. Os
defeitos foram divididos em grupo 1, controle, onde nenhum tipo de
membrana foi utilizado para cobrir o defeito; grupo 2, membrana de e-
PTFE (defeito foi coberto pela membrana na éarea pericranial e outra
membrana na regido da dura-mater); grupo 3, o defeito foi coberto por
uma membrana na regiao pericranial somente e grupo 4, uma membrana
de e-PTFE foi colocada recobrindo a regido da dura-mater. Os autores
concluiram que:

— 0S animais mais jovens apresentaram regeneracao 6ssea mais
acelerada;

— 0s estudos devem quantificar a regeneracdo &ssea por
avaliacdo histométrica em vez de depender de medidas subjetivas de
defeitos reparados contra defeitos ndo reparados;

— 0 osso neoformado da regido central deveria ser,
separadamente, quantificado em relacdo aquele da periferia do defeito,
isto porque o mecanismo de formacao 6ssea para cada um dos grupos de
animais parece ser diferente.

— as diferentes porosidades da membrana deveriam ser
investigadas. A membrana ideal deveria bloquear a invasdo do tecido
mole para o interior da cavidade déssea e ainda, permitir a acao de
proteinas osteoindutivas. Se isto pudesse ocorrer, a reparacdo éssea dos
defeitos nos animais adultos poderia ser acelerada, colocando ambas as
membranas de e-PTFE nas regides de dura-mater e pericranial para
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bloquear a invasdo dos tecidos moles adjacentes, beneficiando as
propriedades biolégicas que os tecidos da dura e o pericranio
demonstraram na formacao éssea.

Thomas Von Arx®', em 2005, avaliou um novo protétipo
de membranas (colageno de origem suina tipo | e Ill, fisica e
quimicamente cruzadas). Foi avaliado o tempo de degradacédo da
membrana e a resposta tecidual apds a cobertura de defeitos circulares
realizados na calvaria de coelhos. Os resultados foram comparados com
os resultados das membranas de colageno e de polimeros sintéticos,
clinicamente disponiveis até aquele momento. Para tanto, o autor utilizou
20 coelhos com 4 diferentes periodos de sacrificio, 02, 06, 12 e 28
semanas. Foram realizados 06 defeitos dsseos circulares de 4mm de
didametro por 1,5mm de profundidade na calvaria dos coelhos. Os
defeitos foram cobertos com 06 diferentes tipos de membranas sendo 03
prototipos de membranas de colageno (VN p; VN c/Em; VN c/E) ,
membrana de colageno Bio-Guide (BG), carbonato de glicolidio-lactidio-
trimetileno Osseoquest (OQ), e membrana polilactidio Atrisorb (AS).

Todas as membranas de colageno foram encapsuladas
por tecido fibroso com diferenciacdo de um tecido semelhante ao
periosteo sobre a superficie Ossea externa. O autor refere que
investigacdes experimentais tém mostrado que a degradacgéo do colageno
pode iniciar dentro de dias ou semanas. Esse fato foi confirmado por esse
estudo, contudo um dos protétipos de colageno, que foi modificado
quimicamente, exibiu prolongada integridade e auséncia de uma resposta
tecidual inflamatoria.

Por meio do estudo realizado em 2006 por Queiroz et
al.®®, os autores avaliaram histologicamente a reparacdo déssea em
defeitos cirdrgicos na calota craniana de coelhos. Foram utilizados 30
coelhos que receberam osteotomias bilaterais nos ossos parietais com
fresa trefina de 6mm. Os defeitos dsseos foram divididos em 04 grupos.
No grupo 1 os defeitos désseos ndo receberam nenhum tratamento; no
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grupo 2 os defeitos 6sseos foram preenchidos com osso bovino liofilizado;
no grupo 3, foram preenchidos com 0sso bovino e cobertos com uma
membrana de matriz 6ssea e no grupo 4, foram apenas cobertos com
membrana de matriz 6ssea. Os animais foram sacrificados nos periodos
de 15, 30 e 60 dias. Aos 60 dias a neoformacédo éssea no grupo 2 (0Sso
bovino) nao foi satisfatéria quando comparada com o grupo 3 (0Sso
bovino+membrana). Maior quantidade de osso neoformado foi observada
na maturacdo no grupo 3. No grupo 4 as bordas da cavidade foram
remodeladas, no interior da cavidade foi encontrado pequena quantidade
de tecido 6sseo neoformado e uma grande quantidade de tecido
conjuntivo fibroso. O uso de membrana poderia atuar como uma barreira
contra a migracdo de células do tecido conjuntivo adjacente, criando
condicoes favoraveis para angiogénese e neoformacgao 6ssea. No entanto
ndo bastaria 0 uso de uma estrutura dura como foi demonstrado quando
houve o uso da membrana sem material de preenchimento. O uso do
enxerto 6sseo bovino associado a membrana preservou 0 espago da
cavidade, ao evitar o colapso da membrana, resultando em maior
capacidade osteogénica.

| 2 avaliaram em 2006 os resultados em

Develioglu et a
longo prazo da reparacado 6ssea por meio de defeitos de tamanho critico
criados experimentalmente no osso parietal de ratos. Em 12 ratos foram
realizados defeitos ésseos de 6mm de diametro, bilateralmente, no osso
parietal. O lado direito do defeito foi preenchido pela ceramica de fosfato
de célcio e o lado esquerdo nao foi preenchido por nenhum tipo de
material e foi utilizado como controle do experimento. Apds um periodo de
18 meses, os animais foram sacrificados e as pecas preparadas para
andlise histolégico. Os resultados em ambos os lados testados
demonstraram a formacdo de tecido colagenoso denso. No local de
fixacdo das membranas foi encontrada a presenca de células gigantes,
porém, ndo foi observado sinal de infeccdo ou necrose tecidual. A analise

estatistica nao apresentou diferenga significativa entre os grupos
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avaliados quanto ao processo de formacao 6ssea. O material em estudo
era biocompativel, porém ndo demonstrou auxiliar na neoformagéao 6ssea.

Também em 2006, Jung et al.*

, averiguaram a
possibilidade de aplicacdo ou nao, in situ, de um hidrogel sintético
constituido de Polietilenoglicol (PEG), utilizado como uma membrana
biodegradavel para regeneracao o6ssea guiada (ROG) e se poderia
resultar na mesma quantidade de 0sso regenerado comparado aos
resultados do uso de uma membrana de Politetrafluoretileno expandido
(e-PTFE). Em 8 coelhos brancos da ragca New Zealand , foram realizados
4 defeitos de 6mm de diametro no osso craniano. Trés modalidades de
defeitos foram, igualmente, distribuidas entre os 32 defeitos: Controle
positivo: 10 defeitos com granulos de hidroxiapatita tricalciofosfato
(HA/TCP) e membranas de e-PTFE; Controle negativo: 10 defeitos
granulos de HA/TCP, sem membranas; Teste: 12 defeitos com granulos
HA/TCP e membranas de PEG. Foi demonstrado que a membrana de
PEG poderia ser utilizada para a técnica da regeneracdo 6ssea guiada
(ROG) em defeitos de tamanho n&o critico em cranio de coelhos. Apos o
termino do tempo de reparacdo (4 semanas), por meio de analise
histomorfométrica e microtomografia computadorizada, demonstraram
quantidades similares de novo osso formado para os defeitos tratados
com as membranas PEG comparada com defeitos tratados com
membranas de e-PTFE padrdo. Esses resultados foram confirmados
pelos dados estatisticos que alem disso, mostraram maior formacao
0ssea nos defeitos tratados com membrana comparada aos tratados sem
membrana.

Crea et al.?', 2008, por meio de estudo clinico
prospectivo, controlado e , randomizado compararam o resultado do
tratamento da periodontite crénica avancada por meio do uso da matriz
derivada do esmalte (EMD) com os resultados obtidos pela regeneragao
tecidual guiada (RTG). Foram avaliados 40 pacientes com defeitos

0sseos de 3 paredes com profundidade do defeito maior ou igual a 4mm.
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O tratamento consistiu em RTG (n=20) e EMD (n=19). Foram utilizados os
seguintes parametros clinicos: nivel de insercdo, profundidade de
sondagem, recessdo gengival, radiografias mostrando nivel ésseo do
defeito, indice de placa e sangramento gengival a sondagem. Esses
parametros foram medidos no baseline e avaliados aos 12 e 36 meses
apoés cirurgia. Ambos os tratamentos melhoraram os parametros clinicos.
Foi demonstrada diferenca estatistica tendo como melhor resultado o
EMD, porém a diferenca absoluta entre os tratamentos foi pequena.

Ascherman et al.?, em 2008, observaram em estudo
histolégico o comportamento do cimento de hidroxiapatita de rapido
endurecimento (Mimix) associado ou ndo as placas absorviveis
(LactoSorb). Neste estudo foram utilizados 20 coelhos nos quais foram
realizados defeitos 6sseos de 10mm de diametro bilaterais na regido
parietal. Os animais foram divididos em dois grupos cada um com dez
animais cada, sendo que, em um grupo, o lado esquerdo foi preenchido
com apenas cimento de hidroxiatita; no outro grupo, foi colada uma placa
absorvivel sob a base do defeito (dura-mater) que depois foi preenchida
com cimento de hidroxiapatita. O lado direto de todos os animais nao foi
preenchido com nenhum material e serviu como controle. Os animais
foram entdo sacrificados ap6s um periodo de seis meses. Nenhuma
evidéncia de reacéao inflamatoria importante foi notada nesse periodo nos
grupos testes ou controle. Foi detectada a presenca de neoformacéao
O0ssea na periferia dos defeitos preenchidos com o cimento de
hidroxiapatita (Mimix).

1'% 2009, avaliaram os resultados

Chiapasco et a
clinicos de implantes dentarios apds a regeneracdo O0ssea guiada para
correcao de defeitos de deiscéncias/fenestracbes associadas a instalacéo
dos implantes. Foi realizada pesquisa nos bancos de dados Medline de
estudos em humanos publicados em inglés, focada em tais
procedimentos. Foram selecionados estudos que tinham pelo menos 10

pacientes com no minimo 12 meses de acompanhamento apds o inicio da
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carga protética. Os autores avaliaram as complicacbes da ROG,
sobrevida dos implantes e estabilidade do tecido mole marginal ao redor
dos implantes. Foram utilizadas 7 publicacbes com um total de 238
pacientes que receberam 374 implantes e, cujos defeitos foram tratados
com membranas reabsorviveis € ndo reabsorviveis associadas ou nao a
materiais de enxerto. Os pacientes foram seguidos de 01 a 10 anos apds
a colocacdo de carga sobre os implantes. Durante o periodo pés-
operatério, 20% das membranas nao reabsorviveis e 5% membranas
reabsorviveis tiveram exposicao e/ou infeccdo. Porém, na maioria dos
casos houve completa ou quase completa cobertura do defeito inicial. A
percentagem de sobrevida global dos implantes, independente do tipo de
membrana e material de enxerto, foi de 95,7%. Foram observadas
durante o periodo de acompanhamento auséncia de modificacoes
significativas da profundidade de sondagem e/ou alteracdo do nivel de
insercao clinica em torno de implantes. Apesar dos resultados favoraveis,
0s autores nao chegaram a uma conclusao quanto ao material mais
confiavel de enxerto bem como a membrana de escolha para a correcéao
da deiscéncia/fenestracao, devido a pequena amostra de pacientes e
variedade de materiais de enxertia e membranas utilizados isoladamente
ou em combinacgdo. Além disso, a falta de ensaios clinicos randomizados,
demonstrou que os procedimentos de reposicdo sejam realmente
necessarios para permitir a sobrevivéncia dos implantes em longo prazo.
Kozlovsky et al.*®, 2009, avaliaram histologicamente a
biodegradacdao de uma camada dupla da membrana de colageno Bio-
Guide (BG), comparado com uma de camada simples. Foram realizados
dois defeitos circulares na calvaria, com 5mm de didmetro em 24 ratos da
raca Wistar. A membrana BG, marcada com biotina, foi cortada em discos
de 5mm de didmetro e colocadas nos defeitos. Os animais foram
sacrificados depois de 4 ou 9 semanas. As membranas foram coradas
com peroxidase-estreptavidina conjugados e carbazole aminoetil como

substrato para a deteccado do colageno marcado com biotina. A area de
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colageno e da espessura das membranas foram medidas pelo software
de analise de imagem. Andlise estatistica foi realizada usando o teste nao
paramétrico de Wilcoxon. O uso de uma camada dupla da membrana Bio-
Guide mostrou um aumento da barreira da area de colageno em
espessura, comparada a aplicacado de uma camada simples.

Em artigo de revisdo Viateau el al.?°, em 2010, com o
propésito de entender a estrutura e os resultados da técnica de
membrana induzida com polimetilmetacilato (PMM), avaliaram estudos
que utilizaram basicamente dois tipos de modelos animais (coelhos e
ovelhas). Em alguns desses estudos o espacador polimérico facilitou um
enxerto 6sseo secundéario de forma semelhante ao observado em casos
clinicos em humanos. Os estudos evidenciaram que a membrana
apresentaria caracteristicas estruturais e propriedades biologicas
podendo ser utilizada na engenharia tecidual éssea.

Sahoo et al.®’, 2010, em estudo clinico compararam e
avaliaram os resultados do processo de cicatrizacdo 6ssea em defeitos
cranianos reconstruidos com enxertos de osso autdbgeno ou materiais
aloplasticos. Foram utilizados 22 pacientes, 11 foram tratados com o uso
de enxerto de ésseo autdgeno da regido craniana; 6, tratados com o uso
de malhas de titanio e 5, com placas de polimetilmetacrilato. Apés um
acompanhamento de aproximadamente de 2 anos, verificou-se que 0s
pacientes tratados com enxerto 6sseo nao apresentaram complicacdes e
nem infecgdes pos-operatédrio. J& dos 5 pacientes tratados com as placas
de polimetilmetacrilato, 3 casos tiveram exposicdo do implante e um caso
apresentou infeccdo. Dos pacientes tratados com a malha de titanio, 2
casos apresentaram sensibilidade térmica e 1, infecgdo. Os autores
concluiram que enxertos &ésseos autdégenos da regido da calvaria
apresentam  melhores propriedades mecanicas, biologicas, e
imunolégicas e sdo a melhor opcéo para tratamento de defeitos 6sseos.

De acordo com Barboza et al.® em 2010, através de

estudo clinico, avaliaram 420 pacientes e a manutengdo do rebordo
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alveolar destes com o uso da membrana de PTFE n&o expandido que foi
mantida exposta intencionalmente. Estando ou ndo associada a enxerto
0sseo liofilizado desmineralizado (DFDB). As membranas de PTFE néo
expandido foram colocadas logo apds a exodontia com cuidado para que,
durante o procedimento, ndo causasse trauma ao alvéolo dentario. Na
maioria dos casos, as paredes ésseas, estava intacta (348). No entanto,
em 72 casos havia auséncia da parede vestibular; nestes casos foi
utilizado o DFDB para evitar o colapso da membrana. A remocao das
membranas ocorreu entre 21 a 28 dias apds a cirurgia. Apds um periodo
que variou entre 3 a 6 meses nos locais que receberam as membranas
foram colocados implantes. As membranas de PTFE n&o expandido
quando colocadas sobre o alvéolo dentario logo apds a extragao fornece
posteriormente melhores condigcbes teciduais para insercao de implantes
dentérios.
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3 PROPOSICAO

Foi  prop6sito do presente estudo, avaliar
histologicamente o comportamento das membranas de Fluoreto de
Polivinilideno-Trifluoreto / Ceramica Titanato de Béario (PVDF-TrFE/BT) e
de colageno, utilizados para recobrimento de defeitos 6sseos cirlrgicos

criticos criados em calota de coelhos.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Amostras

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa Animal da FOAR-UNESP (CEEA), processo de
namero 14/2008, que se encontra no Anexo 1.

Para realizacao do presente estudo foram utilizados 30
coelhos da raca Oryctolagus cuniculus, adultos, machos, com peso
corporal variando entre 2 a 2,5kg. Os animais foram alimentados com
racdo soélida comercial (racdo para coelhos Purina) e agua “ad libitum’,
com excecao das 12 horas de pré-operatério quando 0s mesmos

permanecerao em jejum.

4.2 Distribuicao dos grupos

Foram realizadas duas cavidades cirurgicas na calvaria
de cada animal, sendo os animais divididos em quatro grupos de acordo
com o tipo da membrana utilizada para recobrimento dessas cavidades
Osseas confeccionadas e do material de preenchimento. Sdo os grupos a

saber:
Grupo I: a cavidade cirurgica confeccionada no lado direito da
calota craniana do animal, foi preenchida com osso autégeno

e coberta pela membrana experimental de PVDF-TrFE/BT*.

*Instituto de Quimica da Universidade Estadual Paulista, Unidade de Araraquara
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Grupo Il: a cavidade cirargica confeccionada no lado
esquerdo da calota craniana do animal foi preenchida com
coagulo sanguineo e coberta pela membrana experimental de
PVDF-TrFE/BT.

eGrupo lll: a cavidade cirurgica confeccionada no lado direito
da calota craniana do animal, foi preenchida por osso autbgeno e

coberta pela membrana de colageno®.

eGrupo IV: a cavidade cirurgica confeccionada no lado
esquerdo da calota craniana do animal foi preenchida com coagulo

sanguineo e coberta pela membrana de colageno.

Os animais foram distribuidos de forma que houvesse
um numero total de 05 cavidades cirurgicas para cada grupo, lembrando
que cada calota craniana recebeu a confeccdo de duas cavidades
cirargicas, lado direito e lado esquerdo, perfazendo um total de 30
animais, conforme quadro 1.

Os periodos estipulados de sacrificios foram de 07, 30,
120 dias.

*Bioplate P- Industria de Distribuicdo de Materiais, Curitiba-PA
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Quadro 1 - Divisdo dos grupos de acordo com o0s procedimentos
realizados por periodo
N°de N°de N°de Total
Regido da Material de Animais- Animais- | Animais- de
loja cirtrgica | preenchimento | Periodo 07 | Periodo Periodo animais
dias 30 dias 120 dias
Grupo | Lado direito | Osso
da calota autégeno +
craniana membrana
experimental
- 5 5 5 15
Grupo Il | Lado Coagulo
esquerdo da | sanguineo +
calota membrana
craniana experimental
Grupo Ill | Lado direito | Osso
da calota autégeno +
craniana membrana de
colageno
Grupo IV | Lado Coagulo 5 5 5 15
esquerdo da | sanguineo+
calota membrana de
craniana Colageno
Total de animais 10 10 10 30
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4.3 Procedimentos cirurgicos

As cirurgias foram realizadas no centro cirdrgico da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinaria do Campus de Jaboticabal,
UNESP. Os procedimentos cirargicos foram realizados sob condicoes
assépticas utilizando-se instrumental e campos esterilizados em autoclave
(Dabi Atlante — Ribeirdo Preto - SP), sob pressdao de 15 libras e
temperatura de 134 graus Celsius (° C) por um periodo de 20 minutos.

A regidao da calota craniana de cada animal foi
escolhida como sitio para o emprego da pesquisa e foi utilizada a técnica
cirdrgica descrita previamente®.

No cuidado pré-operatério imediato ao ato cirargico, ou
seja, quinze minutos antes da anestesia geral cada animal recebeu
0,15ml/kg de Atropina a 1% (Laboratério Ariston — Sado Paulo — SP) em
injecdo intramuscular, para controle dos batimentos cardiacos. Decorrido
este tempo, foi iniciada a anestesia geral por infiltracdo intramuscular de
uma mistura de Cloridrato de Quetamina (Laboratério Cristalia —
Catanduva — SP) na dose de 10mg/kg e Cloridrato de Xilazina
(Laboratério Coopers Brasil Ltda — Campinas — SP) na dose de 5ml/kg.

Apl6s a anestesia, foi realizada tricotomia da regido
fronto-parietal. Em seguida os animais foram acomodados na posi¢ao
ventral para em seguida realizar assepsia da regido tricotomizada por
meio da utilizacdo de alcool iodado (Saneativo — Gama — Distrito Federal).

Com uma lamina de bisturi n®. 15 (Becton & Dickison —
Rio de Janeiro — RJ), montada em cabo de bisturi, foi realizada uma
incisdo no sentido sagital de aproximadamente 20mm de comprimento
sobre a sutura inter-parietal. Apdés a incisdo, foram expostos 0s 0ssos
fronto-parietais, por meio de descolamento e rebatimento dos tecidos
contendo epiderme, musculo e peridsteo até expor a superficie 6ssea da
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regido, para este procedimento foi utilizado um descolador de Molt
(Quinelato — Rio Claro — SP) (Figura 1).

Com uma trefina de 6mm de didmetro interno
(Neodent- Curitiba —PR) montada em contra-angulo com reducao de 16:1,
acoplado a motor de implante (BML 600 Plus Driller — CK Driller - Brasil) e
programado para 1500 rpm (Figura 2), foram realizadas as ostectomias
nas regioes parietais em espessura total, bilateralmente. Respeitando a
sutura mediana para que nao houvesse penetracdo no seio sagital as
cavidades de tamanho critico'” foram confeccionadas e equidistantes uma
da outra em cerca de 7 mm (Figura 3).

Durante toda a ostectomia foi utlizada irrigacdo
abundante com solucdo fisiologica 0,9 % estéril (Fresenius Kabi —
Ribeirdao Preto). Os segmentos 6sseos das ostectomias foram
delicadamente removidos com descolador de Freer (Rhosse Instrumentos
e Equipamentos Cirurgicos — Ribeirdo Preto - SP), mantendo-se a
integridade da dura-mater e encéfalo.

Os defeitos do lado direito foram preenchidos com 0sso
autdégeno, ja os defeitos do lado esquerdo foram preenchidos apenas por
meio de coagulo sanguineo.

O osso autégeno foi obtido a partir da trituragdo dos
fragmentos de osso cortical retirados durante a confecgdo das cavidades
O0sseas. Os fragmentos Osseos removidos foram triturados por
particulador ésseo (Neodent, Curitiba - PR) obtendo-se fragmentos da
espessura total na ordem de 1,5mm de comprimento e 0,6mm de
espessura (Figura 4), os quais foram mantidos em soro fisiolégico até o
momento de sua utilizagdo para preenchimento das cavidades dos grupos
[ elll

Apoés o preenchimento da cavidade cirurgica com 0sso
autdégeno particulado (Figura 5) ou por meio do coagulo, de acordo com o

grupo, a membrana experimental foi cuidadosamente posicionada
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cobrindo os defeitos 6sseos de forma a ultrapassar em cerca de 2mm
além do diametro dos defeitos (Figura 6).

O mesmo procedimento foi realizado com a utilizagao
da membrana de colageno.

As membranas de colageno apresentam-se em
embalagens pré-estabelecidas.

As membranas experimentais sofreram um processo
de esterilizacao em estufa 100°C por 40 minutos.

Apé6s adaptacdo da membrana a cavidade 6ssea, com
auxilio de uma pinga Dietrich (Rhosse Instrumentos e Equipamentos
Cirargicos — Ribeirdo Preto), o periésteo foi cuidadosamente
reposicionado, sendo os planos profundos suturados com a utilizacao de
fio polivicryl 5-0 (Ethicon — Sao José dos Campos — SP) e a pele suturada
com fio de nylon 4-0 (Ethicon — Sdo José dos Campos — SP), por meio de
pontos interrompidos. Ao término da sutura, o local cirdrgico foi limpo com

solucéao de alcool iodado.

4.4 Protocolo medicamentoso

Ao término da cirurgia foram administrados
medicamentos para controle da dor e prevenir infeccdo pds operatoria.
Para tanto, foi utilizada a medicacado Pentabidtico Veterinario (pd diluido
em uma ampola de &gua de destilada estérii de 6 ml, contendo
Benzilpenicilinabenzatina, procaina, potassica, diidroestreptomicina,
estreptomicina) em dose Unica, para cada animal administrado por via
intramuscular na proporgcao de 0,1ml/kg (Fort Dodge — Campinas — SP) e
para controle da dor pés-operatéria, Cloridrato de Tramadol, via

intravenosa (4mg/kg) (Pfizer — Sdo Paulo — SP) em dose Unica.
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4.5 Desenvolvimento da membrana de
PVDF-TrFE/BT

4.5.1 Obtencao da dispersao de P(VDF-
TrFE)/ BT/DMF

Um compésito de resina virgem do copolimero PVDF-
TrFE, bem como o polimero PVDF (Atochem-Arkema, Calvert City, USA),
em forma de pellets, com diametro de 4mm, foi utilizado para confeccao
da membrana desse trabalho. Os pellets do copolimero foram prensados
uni-axialmente a 50MPa, obtendo-se pedacos achatados com espessura
de aproximadamente 0,5mm. Este procedimento foi empregado para
aumentar a superficie de contato do copolimero, faciltando a
solubilizagdo do mesmo.

A mistura de polimero/copolimero foi solubilizada em
Dimetilformamida (DMF, Mallinkrodt, Mexico) e dimetilfoacetamina (Synth,
Sao Paulo) na proporcdo 50/50%. Ap6s a dissolucdo da mistura
polimérica DMF/DMA, acrescentou-se lentamente o p6 de ceramico
denominado BT. Esta ceramica € uma mistura de pds- ceramicos
micronizados/nanoparticulado de titanatos de bario, célcio, titanato de
bario e potassio, fosfato de calcio. A homogeneizacdo da disperséo
resultante foi realizada por agitacdo mecénica durante 2 horas a
temperatura ambiente.

Os filmes do compédsito PVDF-TrFe/BT foram
preparados na fracdo polimero/cerdmica que produzissem resultados
satisfatérios quanto: a elasticidade do filme, a homogeneidade da
superficie, a biocompatibilidade de células 6sseas (ostedcitos) de origem

humana.
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4.5.2 Obtencao das Membranas

Em ambiente isento de particulas (sala limpa com
pressdo positiva), a dispersdao P(VDF-TrFE)/BT/DMF/DMA ¢é espalhada
sobre substrato de vidro com auxilio de dispositivo. O uso do dispositivo
permite um espalhamento uniforme da solucdo sobre o substrato,
obtendo-se um filme bastante homogéneo em toda sua extenséo, e com
espessura controlada.

Placas de vidro com dimensdes de 130x80x3mm foram
utilizados como substratos. Os substratos foram limpos em banho de
ultra-som, utilizando solucéo sulfocromica e EXTRAN®.

Apés deposicdo, o solvente foi evaporado a
120°Célcius/2horas em estufa sob a agdo de véacuo. Posteriormente, os
filmes foram retirados do substrato, padronizados quanto a
homogeneidade superficial e espessura, e recortados na forma de
membranas retangulares com tamanho padronizado de 60x60mm.

Dessa forma foram obtidas membranas de consisténcia
homogénea de superficie lisa com dimensdes de 8 a 10 mm de diametro.

As membranas experimentais foram submetidas a um
processo de “esterilizacdo” em estufa a vacuo (Fanem — Guarulhos — SP)
a uma temperatura de 100°Célcius por 40minutos.

A membrana aqui descrita encontra-se em
processo de patenteamento junto ao INPI (Instituto Nacional de
Propriedade Intelectual — Rio de Janeiro, Brasil).

4.6 Eutanasia dos Animais

A eutanasia dos animais ocorreu pelo método da
decapitacdo com uso de guilhotina nos periodos de 7, 30, 120 dias de
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pds-operatoério, perfazendo repeticbes de 5 animais para cada dois

grupos, em cada periodo.

4.7 Processamento histologico

Apébs a eutanasia, as pecas foram reduzidas de forma
que a calota craniana fosse removida preservando-se os tecidos moles
supraperiostais bem como a dura-mater e parte do encéfalo (Figura 7). Os
espécimes, assim obtidos, seguiram para processamento laboratorial de
rotina onde foram fixados em formol de Lillie' (formol tamponado a 10%)
por 72 horas. A seguir, as pecas foram submetidas a lavagem em agua
corrente e realizacdo do inicio da descalcificacdo em solucdo de Morse
(Citrato de Sédio a 20% + Acido Férmico a 50%)°® que foi trocada a cada
48 horas, durante 60 dias. Apds a descalcificacdo, os espécimes foram
colocados em solucado de Citrato de Sodio a 5% durante 3 dias, com
trocas diarias da solucdo para a neutralizacdo do acido. Em seguida a
essa etapa, as pecas foram lavadas em agua corrente por 24 horas para
iniciar o processo de desidratacdo das pecas em banhos crescentes de
alcool (709, 90° e alcool absoluto). As pecas foram entdo, diafanizadas
em xilol durante 3 horas e incluidas em parafina.

Foram obtidos cortes de 6um (micrébmetros) de
espessura, corados em hematoxilina-eosina (HE) e tricrdmio de Masson
para em seguida serem realizados os estudos histologicos das laminas
em microscopia éptica (Leica Reichert & Jung products, Germany), com a
finalidade de avaliar a neoformacéo éssea ou fibrose; a permanéncia ou
nao das membranas e o grau de reacao inflamatoria, inicial ou crénica, no
local cirurgico. As imagens obtidas foram enviadas a um computador por
meio de camera de video DXC-107A/107AP (Sony eletronics Inc., Japao),

acoplada ao microscopio éptico, para a descricao dos resultados.



FIGURA 1 — Material cirargico utilizado
para a realizacao das cirurgias.

FIGURA 3 - Defeitos 6sseos
confeccionados com 6mm de diametro na
calota craniana de coelho.
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FIGURA 2 - Contra-angulo e
fresa trefina de 6mm de
diametro.

FIGURA 4 - Osso autégeno
particulado  para  utilizagdo do
preenchimento das cavidades
cirurgicas.
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FIGURA 5 - Osso autégeno FIGURA 6 - Posicionamento da
posicionado no defeito dsseo do lado  membrana experimental recobrindo os
direito. defeitos.

FIGURA 7 - Peca reduzida da calota
craniana para processamento histoldgico.
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5 RESULTADO

Analise histoldgica
5.1 Periodo de 07 dias

5.1.1 Membrana Experimental e Osso autégeno

Pode- se observar a area do defeito ésseo preenchido
com tecido conjuntivo com densidade colagena variavel notando-se em
sua base tecido conjuntivo denso com disposicdo regular de fibras

dispostas horizontalmente (Dura-méter) (Figura 8).

VS

O

<=

FIGURA 8 — Grupo | (membrana experimental + 0sso
autégeno), ap6s periodo de 07 dias . 100x (HE). Tecido
conjuntivo denso ( + ), Vasos Sanguineos (VS),
Fibroblasto (@). Area superior da cavidade 6ssea (S) e
area inferior da cavidade (I).
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Em meio a esse tecido conjuntivo, observam-se
fragmentos ésseos de varios tamanhos e irregulares, bem como, areas

hemorragicas e infiltrado inflamatério mononuclear (Figura 9).

Figura 9 — Grupo | (membrana experimental+osso autdégeno), 07 dias. 50x
(HE). Fragmentos 06sseos ( ==>) no centro do defeito, infiltrado
inflamatério mononuclear (IM).

Proximo as laterais do defeito, nota-se a presenca de
estruturas que sdo compativeis com matriz éssea e pequenos fragmentos
0sseos sendo incorporados pelo tecido 6sseo neoformado (Figura 10). A
partir da linha demarcatéria da lateral do preparo do defeito ésseo (linha
de reversao), observa-se formacdo de matriz éssea em calcificagdo
notando-se osteoblastos em seu interior e também osteoblastos dispostos
perifericamente (Figura 10). Pode ser observada a formacdo de matriz
O0ssea em maior extensdo na regido central e na regido mais profunda do

defeito (Figura 9).
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MO

FIGURA 10 — Fotomicrocospia grupo | (membrana
experimental+osso autégeno), periodo de 07 dias.
200x (HE). Limite da parede do defeito dsseo
(==>), matriz 6ssea em grande quantidade (MO).

5.1.2 Membrana Experimental e Coagulo Sangliineo

Também foi possivel observar uma area do defeito
0sseo preenchido com tecido conjuntivo com densidade coldgena variavel
notando-se em sua base tecido conjuntivo denso com disposi¢éo regular

de fibras dispostas horizontalmente (Dura-mater) (Figura 11).
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VS

TC

FIGURA 11 — Grupo Il ( membrana experimental + coagulo), periodo
de 7 dias. Aumento de 400x (HE), TC: Tecido conjuntivo denso com
presenca de fibroblastos no seu interior (FB), vasos sanguineos em
estase vascular (VS).

A presenca de trabéculas ésseas em calcificagdo com
osteoblastos em seu interior dispostos perifericamente foi observada
préxima a estrutura conjuntiva densa e, proximo as paredes do preparo
06sseo. Também proximo as bordas do reparo foi notada a presenca de
uma estrutura de coloragao escura, sugestiva da membrana experimental
(Figura 12).
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OB

FIGURA 12 — Grupo Il (membrana experimental + coagulo), periodo
de 07 dias. 50x (HE). Espaco ocupado pela membrana experimental
(M); com residuo do material da membrana(R), osteoblastos (OB) ao
redor do limite do defeito.

5.1.3 Membrana de Colageno e Osso Autogeno

Observam-se, em drea do defeito, inUmeros
fragmentos ésseos de tamanho e conformacéao variavel entremeados por
tecido conjuntivo. Nota-se também a presenca de areas hemorragicas e
processo inflamatério moderado. H& presenca de formacdo de osso

trabecular em proximidade a uma lateral do preparo (Figura 13).
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FIGURA 13 — Grupo lll (membrana de colageno + 0sso
autégeno), periodo de 7 dias, aumento de 50x (HE). Fragmento
6sseo (FO). Area hemorragica (). Trabéculas désseas (TO).
Limite da parede do defeito (LM). Infiltrado inflamatério
moderado (IF). Tecido conjuntivo (TC).

5.1.4 Membrana de Colageno e Coagulo Sanguineo

Area do preparo preenchido com tecido conjuntivo com
densidade de colageno variavel. Em um caso observa-se formacao 6ssea
trabecular imaturo com amplos espacos intertrabeculares em proximidade
a parede lateral do preparo. Nota-se um processo inflamatério discreto
(Figura 14).



63

TC NF

LM

TO

FIGURA 14 — Grupo IV (membrana de coldgeno + codgulo) periodo 7
dias, aumento de 100x (HE). Limite da parede do defeito (LM).
Trabéculas 6sseas (TO) com ostedcitos no seu interior (OC).
Processo inflamatério discreto com macrofagos presentes (IF).
Tecido conjuntivo (TC).

5.2 Periodo de 30 dias

5.2.1 Membrana Experimental e Osso autégeno

A area do defeito 6sseo foi preenchida por tecido
conjuntivo tendendo a um tecido fibroso com presengca de algumas
formacdes O6sseas de forma nodular dispersas neste tecido. Em um caso
neste periodo ha presenca de formacao 6ssea em superficie voltada ao
espaco que era ocupado pela membrana experimental. A formagédo éssea
trabecular apresenta-se de forma desorganizada, com presenca de
infiltrado mononuclear discreto (Figura 15).
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FIGURA 15 — Grupo | (membrana experimental + osso autégeno),
periodo 30 dias, aumento de 100x (HE). Formacao éssea trabecular
desorganizada (=) com ostedcitos no interior (OC). Tecido conjuntivo
fibroso (TC). Infiltrado inflamat6rio mononuclear (IF)

5.2.2 Membrana Experimental e Coagulo Sangliineo

Observa-se a area do preparo preenchida por tecido
conjuntivo tendendo a fibroso com presenca de algumas formacgdes
Osseas de forma nodular dispersas neste tecido. Lateralmente ao preparo
h&a formacédo éssea trabecular entremeadas por hiperemia vascular e
processo inflamatorio mononuclear discreto.

Na superficie externa do defeito observa-se espaco
vazio compativel ao local ocupado pela membrana experimental (Figura
16).
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FIGURA 16 — Grupo Il (membrana experimental + coagulo), periodo
de 30 dias, aumento de 50x (HE). Espago envolto em capsula
fibrosa (M). Limite da parede do defeito (LM). Area hemorragica (H).
Processo inflamatério (IF). Formacado éssea na lateral do defeito
(ON).

5.2.3 Membrana de Colageno e Osso Autogeno

Area do preparo preenchida com tecido 6sseo
neoformado entremeado com tecido conjuntivo observa-se densidade de
colageno variavel. Nota-se também hiperemia vascular. Nao ha evidencia
da membrana de colageno. O tecido ésseo neoformado ndo apresenta
continuidade com os limites do preparo (Figura 17).
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FIGURA 17 — Grupo Ill (membrana colagena + osso autégeno), periodo
30 dias, aumento de 100x (HE). Limite da parede do defeito (LM).
Hiperemia vascular (=). Osso neoformado (ON).

5.2.4 Membrana de Colageno e Coagulo Sanguineo

Observa-se preenchimento de area com
tecido conjuntivo tendendo a fibroso com disposi¢cao regular de fibras
horizontalizadas. Ha presenca de formagdo déssea variando entre areas
nodulares e trabeculares observadas nas paredes laterais do preparo e
situadas em meio a tecido conjuntivo denso. Nao é observada a presenca
da membrana (Figura 18).
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FIGURA 18 — Grupo IV (membrana de colageno + coagulo), periodo de
30 dias, aumento de 100x (HE). Tecido conjuntivo com padréao de fibras
horizontais (TC). Osteoblastos (OB). Formacao de fibrose (F). Vasos

sanguineos (VS).

5.3 Periodo de 120 dias

5.3.1 Membrana Experimental e Osso autégeno

Nesse periodo observa-se o preenchimento da
cavidade por trabéculas 6sseas de formacdo compacta com uma maior
densidade dssea. Ja ndo € verificado um limite nitido das bordas do
defeito. Presenca de fragmentos 6sseos envoltos por osso neoformado.

Areas com osso haversiano, indicando maturidade 6ssea (Figura 19).
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FIGURA 19 — Grupo | (membrana experimental + osso autégeno),
periodo de 120 dias, aumento de 100x (Tricrémio de Masson).
Presenca de 0sso neoformado e denso. Area com sistema haversiano
(SH).

5.3.2 Membrana Experimental e Coagulo Sangliineo

Em é&rea tecidual compativel com o defeito désseo
observam-se caracteristicas de normalidade 6ssea. Em espaco vazio,
compativel com a localizagdo da membrana experimental, envolto por
tecido conjuntivo denso em forma de capsula. Nota-se também
trabeculado 6sseo menos organizado disperso por entre tecido conjuntivo.
Nao ha presenca de células inflamatérias. Em espagco subjacente na

porcdo superior da cavidade onde supostamente encontrava-se a
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membrana, ndo ha formagcdo Ossea apenas uma camada de fibras

colagenas dispostas paralelamente a superficie (Figura 20).

M
FC

FIGURA 20 — Grupo Il (membrana experimental + coagulo), periodo
de 120 dias, aumento de 50x (HE). Céapsula fibrosa preenchendo o
espaco onde existia a membrana experimental (M). O restante da
cavidade preenchida com osso neoformado. Ostedcitos (OC). Fibras
Colagenas (FC).

5.3.3 Membrana de Colageno e Osso Autogeno

O defeito 6sseo ja4 esta totalmente preenchido por
tecido ésseo neoformado de caracteristicas maduras. Nao se observa um
limite das bordas do defeito 6sseo. Neste momento, as particulas do osso
autégeno foram totalmente reabsorvidas e substituidas por tecido ésseo
maduro. Alguns vasos sanguineos estdo presentes e nao ha infiltrado
inflamatério (Figura 21).
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FIGURA 21 — Grupo Il (membrana de colageno + osso autégeno),
periodo 120 dias, aumento de 50x (HE). Vaso Sanguineo (VS).
Ostedcito (OC).

5.3.4 Membrana de Colageno e Coagulo Sanguineo

Em area compativel com o defeito désseo apresenta
caracteristicas histolégicas com normalidade d&ssea. Neste periodo

também n&o foram observados os limites do defeito 6sseo (Figura 22).
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FIGURA 22 — Grupo IV (membrana de colageno + coagulo), periodo
de 120 dias, aumento de 100x (Tricrdmio de Masson). Ostedcitos
(OC).
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6 Discussao

Reconstrucao de defeitos ésseos, a partir de anomalias
congénitas ou apdés a perda Ossea por processos traumaticos,
neoplasicos ou infecciosos como a periodontite avancada, continua sendo
um grande desafio nas areas da cirurgia buco-maxilo-facial e
implantodontia'®. Os mais variados campos experimentais e clinicos tém
tentado solucionar o problema buscando desenvolver o principio da
osteopromocdao como um auxilio para a regeneracdao Ossea. Esse
principio implica em, a fim de promover a reparacdo 0Ossea ou a
neogenese éssea, um compartimento de tecido selado por meios fisicos,
tais como uma membrana, impedindo que células dos tecidos moles
interfiram no processo de osteogénese®®. A técnica da membrana
oclusiva foi, primeiramente, descrita por Hurley et al.**, em 1959, para
tratamento experimental na regido da espinha dorsal. Ja nos anos 60,

Boyne''"3

utilizou uma membrana microporosa (Millipore®), formada por
um filtro de acetato de celulose, na reconstrucao de defeitos 6sseos, em
regido facial.

O termo “regeneracéo tecidual guiada” (RTG) surgiu no

1.3 em estudo realizado em

inicio dos anos 80 quando Gottlow et a
macacos, avaliaram a regeneragao tecidual apds o uso de membrana
sobre a superficie radicular e obtiveram maior insercdo nas superficies
onde foram utilizadas a técnica da RTG em comparagdo com o controle
onde nao foi utilizada a membrana.

O objetivo final da ROG é, utilizando um dispositivo ou
barreira para preservar um ambiente, permitir a osteogénese e
regeneragao naturais para recompor o tecido perdido®.

A membrana “ideal” deveria ter algumas caracteristicas
basicas como: ser biocompativel; apresentar integracdo tecidual®; o
material deve ter a capacidade de manter o espago para o

preenchimento; promover crescimento do tecido original; atingir requisitos
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clinicos como facil recorte e adaptacdo®’; ndo permitir transmissdo de
doencas infecto-contagiosas e ser passivel de esterilizagao.

Segundo Dahlin®, em 1994 a utilizagdo das
membranas na ROG seguiria 0os seguintes mecanismos: 1) prevencgao de
ocupacao do defeito pelos fibroblastos; 2) prevencao de inibicao de
contato por interacdes celulares heterotopicas; 3) exclusao de fatores
inibitérios soluveis derivados de células; 4) concentragao local de fatores
de estimulagdo do crescimento e, 5) propriedades da prépria membrana
no sentido de proporcionar estimulos para tais eventos.

A partir disto, muitos estudos com varios tipos de
membranas foram desenvolvidas para serem utilizadas no processo de
regeneracdo dssea através da ROG'36810.16
Existem, basicamente, dois tipos de membranas as nao

reabsorviveis como exemplo, membrana de Teflon (e-PTFE)®8242668 o ag

reabsorviveis, destacando-se as membranas de colageno®®®' | Acido
polilactico* e a membrana derivada de osso bovino™. Devido & grande
controvérsia sobre o tipo de membrana a ser utilizado na ROG, esse
estudo, ’in vivo”, teve por objetivo avaliar, histologicamente, o reparo
0sseo em defeitos realizados, bilateralmente, no osso parietal de coelhos
frente ao uso da membrana experimental de PVDF-TrFE/BT®3®
comparando os resultados obtidos com aqueles da membrana de
colageno.

O colageno é citado como possivel agente de indugao
a neoformacdo 6ssea’® e apresenta capacidade de reabsorcdo. E
consagradamente utilizado ha anos como material para confeccdo de
membranas, com bons resultados. Por isso, foi utilizado como material de
escolha para a membrana que serviu como controle aos resultados da
membrana experimental.

A membrana de PVDF-TrFE/BT(composto de fluoreto
de polivinilideno-trifluoretileno e pela ceradmica Titanato de Bério), é
experimental e produzida pelo Instituto de Quimica de Araraquara-
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UNESP. Apresenta os seguintes componentes: polimero, facil de
processar e com grande flexibilidade e a cerdmica que apresenta boa
resposta piezoelétrica. A combinacado do polimero com ceramica poderia
resultar em um composto com potencial para 0 uso em regeneracao
tecidual guiada. Baseado nisso, Gimenes®®, 2005, desenvolveu a
membrana que estd sendo testada “in vivo” nesse experimento a qual
apresenta propriedades eletromecanicas desejaveis®.

Os fenbmenos elétricos desenvolvidos a partir dos
processos biolégicos do tecido 6sseo tém sido alvo de estudo em varias
pesquisas. Um exemplo é o método que se utiliza dos fenébmenos
elétricos para o tratamento dos varios disturbios de patologias 6sseas
promovendo, por abordagens eficazes o estimulo da osteogénese por
meio das propriedades biofisicas do 0sso®. Sabe-se que as interacdes
eletromecanicas agem regulando o desenvolvimento, diferenciacdo e
funcéo celular. As fontes de energia elétrica residem intrinsecamente no
0sso. Os potenciais de repouso resultantes do esforco aplicado,
principalmente nas células do colageno, agiriam convertendo energia
mecanica em elétrica, gerando assim, potenciais de repouso na faixa de
microvolts. Lembrando que, diferencas de potenciais dependem da
viabilidade celular em permitir trocas de eletrdlitos, por meio de
permeabilidade da membrana celular e do esforco mecéanico aplicado
para que esses fendbmenos ocorram.

A piezoeletricidade é a capacidade de converter
energia mecanica em elétrica e vice-versa, esta foi observada em
diversos componentes extracelulares do o0sso, particularmente no
colageno®'. O significado biolégico da piezoeletricidade constitui a parte
mais importante dos fenbmenos elétricos que regulam a atividade das
células formadoras de osso. O resultado final de deforma¢ées mecénicas
repetidas e de contragdes musculares sao pulsos de corrente elétrica que
induz uma sequiéncia de fenébmenos bioquimicos, causando uma série de

modificagbes na permeabilidade da membrana celular, e na sintese de
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adenosina monofosfato ciclico (AMP ciclico). Com aumento da corrente
elétrica a membrana torna-se mais permeavel ao AMP, diminuindo assim,
o nivel de AMP intracelular e desencadeando o processo de sintese de

DNA e divisdo celular®®*

, 0 que, teoricamente, levaria a uma estimulacao
de osteogénese.

A técnica da ROG pode ou nao estar associada ao uso
de algum tipo de material de preenchimento como osso autdgeno,
considerado “padrdo ouro”, ou materiais aloplasticos®'®°1°462.6667.82 = o
reparacao pode ocorrer, basicamente, por meio de um dos trés tipos de
processos: osteogénese, osteoconducao ou osteoinducao.

A osteogénese ocorre a partir de osteoblastos e células
precursoras de osteoblastos viaveis que foram transplantados com o
material de enxerto para o interior do defeito, fazendo surgir os centros de
formacao 6ssea. Essa € uma resposta possivel, de forma limitada, em
enxertos de o0sso autégeno, especialmente osso trabeculado®. A
osteoconducdo ocorre quando células mesenquimais indiferenciadas
invadem materiais implantados ou transplantados, a partir do leito
receptor, provocando, posteriormente, neoformacédo éssea. Este é o tipo
de processo que ocorre, por exemplo, na ossificacdo endocondral. Nos
locais de ossificagdo intramembranosa o0s enxertos 0sseos sao
progressivamente reabsorvidos e invadidos por tecido conjuntivo e vasos
sanguineos, com posterior ossificacao. Portanto, o material atua como um
arcabouco para o desenvolvimento de células precursoras de
osteoblastos para o interior do defeito*. J& a osteoinducédo é a formacéo
de novo osso pela diferenciagdo local das células mesenquimais nao
diferenciadas, em células formadoras de 0sso sob a influéncia de um ou
mais tipos de agentes indutores®***. Esse é o processo que ocorre em
areas onde materiais provoquem neoformacao 6ssea ectépica’.

Nesse estudo foi realizada a associacdo das
membranas, experimental e a base de coldgeno a enxerto 6sseo

autdégeno, grupos | e lll, respectivamente. A escolha do osso autdégeno
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ocorreu por ser considerado o melhor material para a reconstrucao éssea
por ser um material osteogénico mantendo, parcialmente, a viabilidade de
seus componentes celulares e moleculares®.

Por outro lado, utilizamos também o coagulo sanglineo
associado tanto a membrana experimental como a membrana de
colageno, grupos Il e IV, respectivamente. O coagulo sangliineo serviu
como controle negativo, pois, apresenta a capacidade de se organizar e
promover meio para que células progenitoras se proliferem dando origem
a formacgao 6ssea. Um dos intuitos, portanto foi utilizar esse controle para
comparar a cronologia do reparo.

Varios modelos animais foram utilizados para a
avaliacdo da ROG com uso de membranas, como exemplo: Cdo, porco-
da-india, coelho e rato®®®""*. No presente estudo foram utilizados coelhos
por ser um modelo animal relativamente facil para tratar e cuidar, e
principalmente por fornecer uma area cirirgica ampla e estavel, como
exigia a metodologia desse trabalho. Assim, a regido da calvaria desse
animal foi escolhida conforme metodologia aplicada por Gabrielli et al.%,
2000.

Ha grande controvérsia quanto ao tamanho do defeito
0sseo a ser utilizado. Sabe-se que em relacdo ao tamanho dos defeitos
os trabalhos de Hollinger, Kleinschmidt*’, em 1990 e posteriormente
Dodde et al.®®, em 2000, afirmam que ndo ha reparacdo dssea
espontanea em defeitos 6sseos, na calota craniana de coelhos, iguais ou
maiores do que 15mm de didmetro sendo estes considerados criticos. No
entanto, outros autores como Kurashina et al.>®, 1998; Moghadam et al.”’,
2004; Kuemmerle et al.*®, 2005 e Gabrielli et al.**3* 2000 e 2009,
descrevem defeitos dsseos criticos criados cirurgicamente em modelos
experimentais no cranio de animais, inclusive coelhos e demonstram que
o tamanho do defeito foi suficiente para inibir a reparacdo do mesmo por
0ss0. Esse comportamento foi observado por esses autores em defeitos
de 6mm de diametro no cranio de coelhos.
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O presente estudo constitui o primeiro trabalho
experimental em modelo animal em que a membrana de P(VDF-TrFE)/BT
esta sendo testada. Entretanto, foi realizado um estudo “in vitro”® desse
material em que foi descrito bons resultados quanto a biocompatibilidade
e crescimento de tecido 6sseo.

Do ponto de vista da analise histolégica realizada, aos
7 dias, o grupo | (membrana experimental + osso autdégeno) exibe um
discreto processo inflamatério, caracterizado, principalmente, por células
mononucleadas, dispersas no tecido conjuntivo que esta disposto
regularmente e com densidade coldgena variavel. Nao foram observadas
células gigantes, caracteristicas de reacdao de corpo estranho. Dessa
forma, podemos considerar que mesmo no periodo inicial a membrana
experimental apresenta um comportamento bom no sentido de
biocompatibilidade. De fato, Beloti et al.?, em 2006, em estudo realizado
“in vivo”, apresentam resultados favordveis em relagdo a
biocompatibilidade dessa membrana. Observa-se a formacdo Ossea
seguindo das bordas dos defeitos para o centro com presenca de tecido
0sseo trabecular crescendo em meio a tecido conjuntivo altamente

140 o de forma independente do processo de formacéo

vascularizado
Ossea trabecular advinda das paredes da cavidade. Apresenta também,
formacdo Ossea ao redor das particulas de o0sso do enxerto, com
presenca de osteoblastos. Esse fato confirma a propriedade osteogénica
do osso autdgeno enxertado no defeito ésseo, pois nos leva a entender
que a presenca desses fragmentos, possivelmente, é decorrente do
enxerto colocado e que esta estimulando a formagdo Ossea sem
depender das trabéculas dsseas formadas a partir da paredes da
cavidade. O restante do tecido que compdem o preenchimento da
cavidade 6ssea, encontra-se viavel para o preenchimento 6sseo completo
do defeito, inclusive com processo adiantado, se compararmos com o

grupo Il (membrana experimental + coagulo).
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No grupo Il (membrana experimental + coagulo), o
padrao de formacao éssea é proveniente da periferia e fundo da cavidade
para a regidao central. Préximo a borda superior da cavidade €
evidenciada a membrana experimental, subjacente a ela, ha presenca de
tecido conjuntivo com moderado numero de fibroblastos no seu interior.
As caracteristicas histolégicas encontradas para ambos 0S grupos
conferem as afirmacées de Schenk®®, 1996, Summer’®, 2002.

Aos 30 dias, para o grupo | (membrana experimental +
0sso autdgeno), observa-se que a cavidade cirdrgica encontra-se
preenchida em sua maior parte com tecido 6sseo bem desenvolvido,
porém poucas areas sao ocupadas por tecido conjuntivo sem
diferenciacao 6ssea.

Para o grupo Il (membrana experimental + coagulo),
nesse mesmo periodo, ha presenca de formacao éssea com trabeculado
organizado, porém existente, predominantemente, no fundo da cavidade
Ossea. Lateralmente a parede da cavidade, presenca de formacgdes
0sseas nodulares independentes da parede éssea lateral do defeito, com
presenca de hiperemia vascular, definindo um padrdo de preenchimento
da cavidade déssea por 0sso, porém em um estdgio atrasado se
comparado com o grupo |. Esses resultados histolégicos vao de encontro
com resultados obtidos na literatura da utilizagdo de outros tipos de
membranas, como por exemplo: membrana de acetato e
politetrafluoretileno %232,

Em um espécime, desse periodo, para o grupo |, foi
observada a formagdo 6ssea inclusive na regiao superior da cavidade,
diretamente em contato com a membrana experimental. Devemos
informar que, no referido espécime, foi possivel a manutencdo da
membrana para realizagdo da tramitagdo laboratorial. Em alguns
espécimes, dos grupos | e Il nesse periodo, foi necesséria a remogao da
membrana para que fosse possivel a confecgdo dos cortes pelo

micrétomo. Assim, poderiamos sugerir que, talvez, nesses espécimes, se
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fosse possivel a manutencao das membranas, esse achado histologico
pudesse também existir. Entretanto, € dificil afirmar que a membrana
experimental induziu a formacédo 6ssea em areas subjacentes ao espacgo
que ela ocupava, como é sugerido por Gimenes®®, 2005 e Beloti et al.’,
2006, devido as suas propriedades piezoelétricas, visto que no grupo |l
(membrana experimental + coagulo) esse fendbmeno nao estava presente,
inclusive nos espécimes em que foi possivel a permanéncia da membrana
para a tramitacao laboratorial.

Idealmente, as membranas deveriam facilitar a adesao
celular e migracao de células progenitoras. No caso da reparacao 6ssea,
células osteoblasticas seriam aderidas para dar continuidade a cascata da
reparacao O6ssea, ou seja, proliferacdo, diferenciacdo e maturacao
6ssea'®. Essa adesdo depende da interacdo entre o substrato-matrix-
célula e do tipo de material da membrana, incluindo sua topografia,
reacdes quimicas e energia/disponibilidade de fluidos da membrana.
Beloti et al.’, 2006, quando compararam a mesma membrana
experimental com a membrana de e-PTFE (politetrafluoretileno
expandido), obtiveram maior capacidade de adesao, proliferacdo e
diferenciacdo para a membrana experimental utilizada no presente
estudo.

Mesmo assim, podemos inferir que, do ponto de vista
de manutencdo de espaco e de barreira, impedindo invasdo de tecidos
vizinhos, fatores importantes para a Regeneracdo Ossea Guiada, a
membrana experimental estda cumprindo com o seu papel.

Ainda, aos 30 dias, tanto no grupo | quanto no grupo Il,
€ observada a presenga de infiltrado inflamatério. Muito embora néo haja
a presenca de células gigantes que caracteriza fagocitose, permanece
discreto numero de células mononucleares que possivelmente estdo
presentes em decorréncia da permanéncia do material e auséncia de

incorporacdo do mesmo ao tecido 0sseo.
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Aos 120 dias de po6s-operatério, para os grupos | e Il
(membrana experimental + osso autégeno e membrana experimental +
coagulo, respectivamente), as cavidades ésseas encontram-se totalmente
preenchida por tecido ésseo. Para o grupo |, o preenchimento da
cavidade se faz por trabéculas 6sseas compactas, mostrando coalecéncia
das trabéculas dando um aspecto sélido ao tecido. Inclusive, em algumas
areas, estao presentes sistema haversiano, indicando maturidade éssea.
Ainda, nesse periodo sdo vistos fragmentos 6sseos sendo substituidos
por 0sso neoformado.

Para o grupo Il, no mesmo periodo, o tecido 6sseo que
preenche a cavidade apresenta trabéculas 6sseas menos organizadas e
com maior espacamento. Ainda existe a presenca, em poucos espacgos,
de tecido conjuntivo. Na regido subjacente a area em que a membrana
ocupava estdo presentes fibras colagenas dispostas paralelamente a
superficie da cavidade, tipico de tentativa de encapsulamento da
membrana. Esse processo demonstra mais uma vez que ‘“in vivo”, talvez,
a membrana experimental ndo apresente a capacidade de adesédo e
proliferacdo tecidual como os resultados obtidos por Beloti et al.®, 20086,
“in vitro”.

Em relagédo aos grupos lll e IV que foram tratados com
membrana de coladgeno + 0sso autdégeno e membrana de colageno +
coagulo, respectivamente, no periodo de 7 dias, encontramos as
seguintes caracteristicas: para o grupo lll, presenca dos fragmentos
0sseos em meio ao tecido conjuntivo, com inumeros osteoblastos ao
redor porém, ndo € ainda observada neoformacao 6ssea ao redor dessas
particulas. H4 a presenca de células inflamatorias do tipo reacional,
dispersas no tecido conjuntivo. Existe, também, de forma sutil, a presenga
de trabéculas dsseas nas proximidades das paredes laterais do preparo.
Essas caracteristicas demonstram que existe um atraso no processo de
reparo da cavidade quando comparado com o grupo |. O que difere o
grupo Il do grupo | é apenas a membrana utilizada. Assim, pode ser que
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o material que compde a membrana de colageno retarde o processo de
reparacao. Analisando o grupo lll, observamos uma maior atividade de
resposta inflamatéria. Esses achados vdo de encontro aos resultados
obtidos por Gabrielli et al.**, 2001, que utilizaram coldgeno associado a
hidroxiapatita em cavidades 6sseas, apresentando a mesma resposta. Da
mesma forma, o colageno heterégeno, associado ou ndo a outros
materiais, é considerado imunogénico #""8,

Para o grupo IV, no pés-operatério de 7 dias, apenas
um dos espécimes apresenta inicio de formacéao de trabeculado ésseo na
proximidade da parede lateral e de forma muito menos acentuada em
relacdo aos eventos do grupo Il. Também apresenta grau semelhante de
processo inflamatoério que o grupo .

No periodo de 30 dias, para o grupo lll, observa-se
formacdo 6ssea na cavidade, porém em menos proporcao que aquela
apresentada para o grupo |. Independentemente do atraso do processo
de reparacdo, o enxerto O6sseo permitiu osteogénese, visto que a
formacao 6ssea nao esta relacionada com as paredes do defeito. Naquele
grupo, uma maior area € ocupada por tecido conjuntivo colagenoso. Nao
h& evidéncia da membrana de colageno em nenhum espécime dos
grupos tratados com essa membrana.

Na andlise do grupo IV, com 30 dias, houve
preenchimento parcial da cavidade, variando com &reas nodulares de
0sso0 e trabeculado 6sseo imaturo, principalmente, no fundo da cavidade.
A porcao mais superior da cavidade encontra-se com grande quantidade
de tecido conjuntivo denso que possivelmente, tenha se formado pelo
colapso da membrana de colageno ou, pela degradacao do coldgeno num
tempo precoce ou, pelos dois fatores. Como foi constatado por Dupoirieux
et al.®°, 2001; Strietzel et al.”’, 2006, que encontraram para as
membranas reabsorviveis, as cavidades parcialmente reparadas.

Ja no grupo lll, os fragmentos de Osseo autdgeno

enxertados funcionaram para manter o espago recoberto pela membrana
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de colageno. Sem o preenchimento do espaco, a membrana teria
colapsado, impedindo a proliferacdo de células osteogénicas?®.

Aos 120 dias, os grupos tratados com membrana de
colageno apresentam reparagcao éssea por 0sso maduro e sem infiltrado
0sseo. A Unica diferenga existente entre os grupos Il e IV foi auséncia de
reparacao total das cavidades cirurgica deste ultimo grupo, mantendo o
mesmo padrao do que discutimos para o periodo anterior.

Dessa forma, a membrana que proporcionou resultado
mais adequado foi a membrana de P(VDF-TrFE)/BT, tendo em vista que a
reparacao nos periodos estudados, mostrou qualidade éssea mas madura
e organizada. Os resultados da associacdo da membrana experimental e
coagulo mostram que a mesma permite manutencao de espaco para que
haja reparacao com tecido original.

Porém, durante o transcorrer desse estudo foi
encontrada grande dificuldade para esterilizacdo da membrana
experimental. Os métodos realizados utilizando autoclave ou exposicao a
radiacdo gama alteram as propriedades fisico-quimicas da membrana,
tornando-a endurecida, ressecada e friavel. Descartou-se também a
possibilidade do uso da esterilizacdo por meio de éxido de etileno (ETO)
por deixar residuos téxicos sobre o material. Na tentativa de reduzir pelo
menos algumas bactérias e fungos que sdo possiveis de serem
eliminados pelo aquecimento com estufa, realizamos um protocolo de
“esterilizacdo” em estufa a 100°C por 40 minutos. Esse foi o tempo
maximo possivel de aplicacdo sem deformar ou desestrutura-la
quimicamente. Devemos considerar que este método foi utilizado para
investigagdo animal; certamente, ndo pode ser transferido para humanos.
Por isso, h& necessidade de futuras adequacgdes quanto ao método eficaz
de esterilizagdo para uso de forma viavel.

Assim, por ter sido comparada com um material de
utilizagédo clinica de boa procedéncia, com melhores resultados, no que
diz respeito & Regeneracdo Ossea Guiada, a membrana experimental tem
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potencial para futura utilizagéo clinica. Para tanto sdo necessarios outros
testes em animais, em solicitacdo diversificada e com outras

metodologias.



7 Conclusdo




7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no presente estudo,

nos limites da metodologia empregada, € licito concluir que:

1 -

A utilizacdo do enxerto 6sseo proporcionou um reparo 6sseo
de melhor consisténcia.

A membrana experimental apresentou melhor
biocompatibilidade.

A membrana  experimental apresenta  qualidades
compativeis para uso como barreira para a Regeneracao
Ossea Guiada, enquanto que a membrana de colageno
serve apenas para recobrimento.

A membrana experimental permitiu total reparacdo Ossea
das cavidades cirurgicas.
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Anexo 1: Parecer do Comité de Etica em Experimentagéo Animal,
autorizando a realizagao desta pesquisa.
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