AV
AvavaYy  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

A
u nesp Y 9ULIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Aracatuba

BRUNA STEFANI DA COSTA E SILVA

Comparacao da atividade osteopromotora de
uma nova membrana nacional de pericardio
bovino no processo de regeneracao ossea
guiada. Avaliacoes histoldgica,

histomorfomeétrica e perfil inflamatorio

Aracatuba
2023



BRUNA STEFANI DA COSTA E SILVA

Comparacao da atividade osteopromotora de
uma nova membrana nacional de pericardio
bovino no processo de regeneracao ossea
guiada. Avaliacoes histologica,

histomorfomeétrica e perfil inflamatorio

Trabalho de conclusao de curso
apresentada a Faculdade de
Odontologia de  Aracatuba da
Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho” - UNESP, como
parte dos requisitos para a obtengao
do titulo de bacharel em odontologia.

Orientadora: Profa. Ass. Ana Paula
Farnezi Bassi



Dedico este trabalho a minka mae, Sandra (ristina Redrigues

guando for vezed a caminkada e towmow difcedd. Sem o apoie dela,



AGRADECIMENTOS

A Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, na pessoa
do diretor da Faculdade de Odontologia de Aracatuba Prof. Glauco Issamu

Miyahara e do vice-diretor Prof. Alberto Carlos Botazzo Delbem.

Aos funcionarios da Faculdade de Odontologia de Aragatuba -
UNESP pelo carinho e atengao sempre oferecidos, principalmente aos
funcionarios do Departamento de Diagndstico e Cirurgia Paulo, Marco e

Renato, por todos ensinamentos, paciéncia e ajuda.

Meus sinceros agradecimentos a todos os Professores da
Faculdade de Odontologia de Aracatuba por todo ensinamento, pela
dedicacao e inspiracao. Obrigada por serem mestres e me ensinarem uma

profissao tao linda e altruista.

Aos animais, in memorian, que sacrificaram suas vidas em prol da

ciéncia.



AGRADECIMENTOS

Dedico este trabalho a Deus, o maior orientador da minha vida. Ele

nunca me abandonou nos momentos de necessidade.

Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP, onde nunca
me imaginei, mas que se tornou minha segunda casa. Grata pela
oportunidade de estudar em uma instituicdo de tamanha exceléncia, que
preza pela formacao de profissionais de qualidade. Desejo honrar essa

instituicao enquanto exercer a profissao.

A minha orientadora Profa. Dr.2 Ana Paula Farnezi Bassi, por ter
me orientado desde o meu terceiro ano de graduacgao, 2021, sendo
inspiracao desde o primeiro contato com a cirurgia e traumatologia - na
aula de Pré Operatorio em 2020. Obrigada por fazer eu me apaixonar ainda
mais pela pesquisa, por todo o preparo - independente do caminho que eu

escolher.

Ao Professor Leonardo Perez Faverani, que muito me ensinou, e
ajudou, sendo um dos meus exemplos de profissional e ser humano.

Obrigado, professor.

Aos doutorandos Ana Maira Pereira Baggio e Vinicius Ferreira
Bizelli, por toda ajuda prestada. Esse trabalho ndo seria possivel sem

vocés. E uma honra aprender com pessoas como Voceés.

Agradeco aos meus pais, e ao meu padrasto Reginaldo Aparecido
de Andrade, por todo o esforgo pra fazer esses 6 anos de graduagao serem
possiveis, em especial a minha mae Sandra Cristina Rodrigues da Costa,
que é pra mim um exemplo de resiliéncia, que por vezes abdicou de sonhos

€ coisas pra si para que eu conseguisse estar onde estou.

Agradeco aos meus avlds maternos, ndo mais presentes nesse plano,
mas que sempre foram os meus maiores incentivadores, desde que eu me

lembro. Minha vo, Sonia Maria dos Santos Costa, que partiu em 2018, e



sempre acreditou no meu potencial mesmo quando eu duvidava. Ao meu
avo, Otacilio Rodrigues da Costa, minha perda em 2023, que com
orgulho falava sobre a neta estudante da FOA, futura dentista, que me
incentivava desde as primeiras silabas juntadas na alfabetizacdo, ou entdo
com os infinitos cadernos de tabuada. Amo vocés, eternamente, e ndo ha
um dia em que eu nao sinta saudades. Espero continuar sendo orgulho para

vocés, obrigada por todos os principios ensinados.

A minha tia-avé Priscilla B. Tucunduva, por ser um exemplo tdo
proximo de profissional e pessoa. Obrigada também por todo apoio e

ensinamentos.

Aos meus amigos de graduacao, Vitor Hugo Martim Dourado,
Juliana de Aguiar Silveira Meira, Samuel José Braga, Gustavo
Nobrega Nilo, Mirella Gasperoni, Filipe Scurissa Melchert, Evelyn de
Moura, Laise Mayne Dias, Leticia Gabriella de Souza, obrigada por
todo carinho, suporte, risadas e horas de estudo. Aos que foram minhas
duplas, € uma honra dividir a profissdo com vocés e um prazer viver dentro
e fora das clinicas o que de melhor os anos de graduacao poderiam nos

oferecer.

Aos moradiers, Francieli da Silva Flores (responsavel pela minha
mudanca em 2019), Caio Daniel Secate, Bruna Maziero de Jesus, José
Roberto Virginio de Matos, Marcos Eduardo Gomes Alves, obrigada
por todos esses anos de convivéncia diaria, vocés fizeram parte da minha
familia Aracatubense, a caminhada sem sombra de duvidas foi mais leve

com VOcCeés.

Agradeco também a Izabela Fornazari Delamura, por ser umairma
e me apoiar em todos esses anos de convivéncia. Me inspiro em vocé, é pra
mim um exemplo de mulher, filha, ser humano, profissional e pesquisadora.
Obrigada por cada risada, pelos puxdes de orelha quando necessario e por

ser ombro amigo em todas as vezes que precisei.



Ao meu ex namorado, mas ainda amigo Leonardo Pupin Machado,
que viveu de perto boa parte dessa trajetdria, se fazendo presente em todos
0s momentos, sendo um dos ombros em que pude me apoiar para concluir

essa caminhada.

As minhas amigas de longa data, Natalia Santana da Silva,
Sabrina de Souza Lyra, Ana Julia Paes Simodes, que mesmo com 0sS
quildmetros de distancia e a auséncia da vida adulta, se fizeram presentes
nos momentos bons e ruins, mostrando o qudo consolidada é a nossa

amizade.

Aos meus amigos da iniciacdo cientifica Arthur Henrique Alécio
Viotto, Julia Maria Batista da Silva, Natalia Saori Izumi, Natalia
Tinti, Douglas Biagi que caminharam junto comigo, obrigada por toda

ajuda, torco pelo sucesso de vocés.



SILVA, BSC. Comparacao da atividade osteopromotora de uma nova
membrana nacional de pericardio bovino no processo de
regeneracao Ossea guiada. Avaliacoes histoldgica,
histomorfométrica e perfil inflamatorio (TCC). Faculdade de
Odontologia de Aracatuba, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba-SP,
2023.

RESUMO

O uso de membranas que contribuem no importante processo de
regeneracdo Ossea guiada (ROG) é uma vertente dos estudos de
biomateriais compativeis que auxiliam nesse reparo. O objetivo do
trabalho é avaliar e comparar o potencial de osteopromocdo de uma
membrana colagena de pericardio bovino na regeneragao de déssea de
defeitos criticos criados em calvéria de ratos. E importante reforcar a
relevancia deste estudo, visto que ha pouquissimos trabalhos
relacionados ao potencial de osteopromocao de pericardios bovino,
porcino ou equino, na literatura. 72 ratos da espécie Rattus norvegicus
albinus Wistar, machos, adultos (3 a 4 meses), com aproximadamente
300g. Os animais foram divididos em trés grupos experimentais (GT1):
Grupo membrana de colageno de pericardio bovino (Techgraft-
Baumer®), (GC+): Grupo membrana de colageno porcino (BioGide®-
Geistlich - Controle Positivo), (GC-): Grupo Coagulo (Controle Negativo)
de forma aleatodria, referente aos periodos de eutanasia de 07,15, 30 e
60 dias. Cada grupo incluird 06 animais (n=6), sendo 24 animais por
material. Apds o procedimento cirlrgico, as pecas foram tratadas de
acordo com as analises propostas, seguindo os devidos protocolos das
analises: Histoldgica, Histométrica e Perfil inflamatério. Para
comparagoes foram utilizados os seguintes testes: para dados
paramétricos, One way ANOVA com pos-teste de Tukey; e para dados
ndao paramétricos, Kruskal-Wallis com pds teste de Dunn. O nivel de
significancia estatistica estabelecido sera de 5%.
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SILVA, BSC. Comparison of the osteopromotive activity of a new
national bovine pericardium membrane in the process of guided
bone differentiation. Hitological, histomorphometric evaluations
and inflammatory profile (TCC). Faculdade de Odontologia de
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ABSTRACT

The use of membranes that contribute to the important process of guided
bone regeneration (GBR) is a branch of studies in compatible biomaterials
that aid in this repair. The objective of this work is to evaluate and
compare the osteopromotion potential of a collagen membrane derived
from bovine pericardium in the regeneration of bone from critical defects
created in the rat calvaria. It's important to emphasize the relevance of
this study, as there are very few works related to the osteopromotion
potential of bovine, porcine, or equine pericardium in the literature. 72
male adult Rattus norvegicus albinus Wistar rats (3 to 4 months old),
weighing approximately 300g, were used in this study. The animals were
divided into three experimental groups (GT1): Bovine pericardium
collagen membrane group (Techgraft- Baumer®), (GC+): Porcine
collagen membrane group (BioGide®- Geistlich - Positive Control), (GC-
): Clot group (Negative Control) randomly assigned, corresponding to
euthanasia time points of 07, 15, 30, and 60 days. Each group included
06 animals (n=6), making a total of 24 animals per material. After the
surgical procedure, the specimens were processed according to the
proposed analyses, following the appropriate analysis protocols:
Histological, Histometric, and Inflammatory Profile analyses. For
comparisons, the following tests were used: for parametric data, One-
way ANOVA with Tukey's post-test; and for non-parametric data,
Kruskal-Wallis with Dunn's post-test. The established level of statistical

significance is 5%.

Key words: Biomaterial. Regeneration. Bone tissue. Membrane
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1 INTRODUCAO

Desde a antiguidade, com registros datando de cerca de 4000A.C.,
biomateriais, materiais naturais ou sintéticos com a finalidade de reparar
ou substituir tecidos, 6rgaos ou fungdes do organismo, tém sido utilizados
pela humanidade a fim de manter ou melhorar a qualidade de vida dos
pacientes!. Ha mais de um século, guiados por estudos clinicos e
experimentais, pesquisadores buscam desenvolver materiais com
caracteristicas adequadas para substituicdo total ou parcial de tecidos
bioldgicos no corpo humano decorrente da existéncia de patologias e
traumatismos diversos a fim de restaurar da melhor forma possivel a
anatomia ideal e a funcao da regiao comprometida. Os avangos mais
significativos ocorreram apds a II guerra mundial, com o surgimento do
termo osseointegracdo, conceito sugerido por Per-Ingvar Branemark,
médico ortopedistas 2. Desse modo, baseado no conceito de Branemark, as
pesquisas passaram a focar em materiais que diminuissem o tempo para

aposicao 6ssea (osseointegracao).

Dentro do escopo da odontologia, diariamente biomateriais sao
apresentados, e esses, sao colocados em contato direto com tecidos vivos,

incluindo o osso alveolar.

Os biomateriais devem apresentar propriedades fisicas e bioldgicas
compativeis com os tecidos do hospedeiro. Assim sendo, para se utilizar um
biomaterial com seguranca, o mesmo deve apresentar caracteristicas
basicas como: a biocompatibilidade, alta osteocondutividade, e a

bioatividade 3.

Além disso, os biomateriais podem ser classificados em autdgenos
(material organico obtido e empregado no mesmo individuo - de um local
para o outro), homogeno (obtido de um individuo diferente, mas de mesma
espécie), heterégeno (material obtido e empregado em espécies diferentes
— e 0s principais nesses casos sao 0s bovinos, eventualmente porcinos e

caprinos), e aloplasticos/sintéticos (podendo ser de natureza metalica,
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ceramica ou plastica). Enxertos heterégenos/xendgenos sao aqueles que
descendem de o0sso animal, e apresenta propriedades de osteoconducao,
sendo bons arcaboucos para a neoformacdo oOssea “. As diferencas
antigénicas destes materiais sdao mais manifestadas que em enxertos do
tipo aldgeno, por isso, esses exigem um tratamento para prevencao de

rejeicao °.

Quando se trata de reabilitagdes, a implantodontia € uma opcdo de
tratamento, mas ha limitagdes, como a necessidade de altura e volume
0sseo adequados. Entdo, para corrigir essas deficiéncias ésseas quando
existentes, existem técnicas como a ROG (regeneracao éssea guiada) °. A
ROG, tem como base o conceito de osteopromogao, que é caracterizada
pelo uso de meios fisicos (membranas) para selar um local, e assim prevenir
gue outros tecidos que se desenvolvem em tempos diferentes dispute e
invada o espaco que é de interesse que se forme 0sso, como por exemplo,

o tecido conjuntivo, que pode interferir no processo de osteogénese 7.

Para a execugao da técnica da ROG, sdo usados substitutos dsseos e
membranas, sendo as membranas absorviveis muito usadas na odontologia
pois possuem a propriedade de estimular regeneracao 6ssea em defeitos
0sseos presentes na cavidade bucal 8 Quando esses sdo usados
corretamente criam um ambiente conveniente para a formagao do novo

0sso. °

Quando se pensa em uma membrana ideal para ROG, ela teria que
ter as seguintes caracteristicas: ser rigida o suficiente para aguentar a
compressdo dos tecidos sobre/adjacentes (além de forgas externas e da
mastigagao), e ter um grau de plasticidade que a permita ser moldada no
formato do defeito 6sseo existente (possibilitando que o osso volte a ter a
forma que tinha anteriormente)!®, deve ter boa permeabilidade (para
passagem de plasma - codagulo com células osteogénicas) porém sem

permitir a passagem de células nao osteogénicas 4.
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Existem dois tipos de membranas (basicos): ndo reabsorviveis e
reabsorviveis. As nao reabsorviveis trazem a nado praticidade de um ato
cirirgico para remogao da mesma, além do risco de contaminagao ser mais
elevado!!l’ 12, As reabsorviveis tém recebido atencdo pois possuem
resultados semelhantes as ndo reabsorviveis, mas com a vantagem de nao

precisar de um segundo tempo cirdrgico para a remocdo dessa 3.

O material objeto de estudo desta pesquisa € uma membrana
colagena de pericardio bovino Techgraft® (Baumer, Mogi das Cruzes, Sao
Paulo), composta majoritariamente de colageno tipo I recentemente
desenvolvida com o intuito de promover desempenho maior ou
semelhante ao de membranas pré existentes oriundas de outras fontes
colagenosas como a lider de mercado Bio-Gide® (Geistlich), uma das
membranas mais utilizadas e documentadas, derivada de derme suina e

nao reticulada, na atividade osteopromotora da ROG. 14



2 OBIJETIVO

Esse trabalho tem por objetivo avaliar o potencial de
osteopromocdo de uma nova membrana de colageno derivado do
pericardio bovino Techgraft® (Baumer, Mogi das Cruzes, Sao Paulo)
introduzida no mercado no processo de regeneracao 0ssea guiada, em
comparacdao com a membrana de derme suina (Bio-Gide® - Geistlich

Wohlhusen, Suica) em defeitos criticos em calotas de ratos.

Hipdtese nula: A membrana teste ndo apresentaria diferente da
membrana controle no efeito de osteopromocao no processo de ROG em

defeitos Osseos criticos criados em calota de ratos.

17



3 MATERIAIS E METODOS

Antes de ocorrer a aquisicao dos animais e acomodagao dos
mesmos, assim como qualquer intervencgao, é importante enfatizar que o
projeto foi submetido previamente ao comité de ética em experimentacdo
animal da Faculdade de Odontologia de Aracatuba - UNESP (protocolo
n°0402/2022). A aprovacao obtida pelo comité é resultado do
cumprimento das diretrizes nacionais para o uso de animais em pesquisas
cientificas - objetivo de garantir o bem-estar dos animais usados em

experimentos, além da utilizagcdo responsavel e ética desses recursos?>.

72 animais foram recebidos e ambientados no biotério do
Departamento de Diagndstico e Cirurgia da FOA/UNESP (Rattus
novergicus albinus, Wistar), machos, com peso aproximado de 300g.
Mantidos sob condicdes especificas, como ciclos de 12 horas de
iluminacao e 12 horas de escuro (simulando um ritmo diurno-noturno
adequado), temperatura entre 22 e 25°C, além de sistema de ventilagao
e exaustao permitindo 20 trocas de ar por hora. A umidade relativa do ar
em torno de 55%. Os animais foram acomodados em gaiolas plasticos,
com um maximo de 5 animais por gaiola (proporcionando espaco
suficiente para movimentacao). Em relacao a alimentacao, os animais
receberam alimentacdo balanceada (NUVILAB, Curitiba PR, Brazil) e agua
ad libitum. Todos os cuidados citados acima foram tomados com a
intencao de garantir o bem-estar e seguranca dos animais envolvidos na
pesquisa, a fim dos animais se apresentaraem saudaveis e em condigdes

de sofrerem os procedimentos operatérios.

3.1 Caracteristica Das Membranas:

Para o estudo, foram selecionadas 1 marca nacional de membrana
de colageno bovino e 1 marca importada de coldgeno porcino,

consideradas de grande utilizacdao na pratica de cirurgias maxilofaciais.

e (GT1) Techgraft® (Baumer, Mogi das Cruzes, Sao Paulo) é

uma membrana bioldgica acelular de pericardio bovino,
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composta principalmente de coldgeno tipo I de alta
resisténcia (espessura de 150 a 250 micra) e com tempo de
reabsorcdo compativel com o reparo ésseo de 4 a 6 meses.
e (GC*) Bio-Gide® (Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Suica) é
uma membrana coldgena natural proveniente da derme
suina, lider para regeneracao de tecido oral, de facil
adaptacdo, biocompativel e elevada hidrofilia. E uma
membrana bicamada; uma camada compacta e lisa é coberta
por um filme particularmente denso, projetado para evitar a
invasao de tecidos moles em um defeito ésseo protegido pela
membrana, atuando também como guia para a formacgao
adequada de osso, tecido mole e o desenvolvimento de vasos

sanguineos.

3.2 Distribuicao Dos Grupos

Os animais foram divididos em quatro grupos dentro de cada
material, de maneira randomizada, pelo método do sorteio manual,
referente aos periodos de eutanasia de 07,15, 30 e 60 dias. Cada grupo
contendo 06 animais (n = 6), levando a um total de 72 (N=72), sendo
24 animais por grupo. Em cada calota foi confeccionado um defeito ésseo,
tido como critico, de 08 mm de diametro interno com uma broca trefina
(Sistema Neodent, Brasil), todos preenchidos apenas com coagulo
sanguineo, e revestidos conforme os grupos: Grupo teste 1 (GT1) que
recebeu a membrana Techgraft® (n=24); Grupo controle positivo (GT+)
que recebeu a membrana Biogide® (n=24) e Grupo controle negativo
(GC-) preenchido apenas com coagulo - ndo recebendo nenhum tipo de

biomaterial (n=24).

3.3 Procedimento Cirlrgico

Os animais foram submetidos a um periodo de jejum pré-operatorio
de doze horas e submetidos a sedacdo por meio da combinacdo da
administragdo via intramuscular de Cloridrato de Ketamina (Francotar -

Vibrac do Brasil Ltda, Sdao Paulo, Brasil) e Xilazina (Rompum - Bayer AS
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- Saude Animal, Sao Paulo, Brasil), na dosagem de 70mg/Kg e 5mg/Kg,
respectivamente. Todo o procedimento cirurgico foi conduzido seguindo
com rigor um protocolo asséptico, incluindo a esterilizagdo de todo
instrumental utilizado (garantindo a nao contaminacgao), delimitacao da
area a ser operada com campos estéreis, uso de aventais e luvas
cirlrgicas estéreis por parte da equipe envolvida. Todos os
procedimentos cirdrgicos foram realizados na sala cirargica do Biotério
da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP.

Em seguida, realizou-se a tricotomia (remogao de pelos da area
circunscrita a incisao operatéria) na regidao da calvaria, antissepsia com
Polivinil Pirrolidona Iodo Degermante (PVPI 10%, Riodeine Degermante,
Rioquimica, Sao José do Rio Preto), associado ao PVPI tépico (PVPI 10%,
Riodeine, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto) e aposicdao de campos
estéreis. Posteriormente, foi realizada infiltracdo anestésica local
utilizando-se 0,3ml/kg de cloridrato de mepivacaina 2% com epinefrina
1:100.000 (Mepiadre - Nova DFL, Rio delaneiro, Rio de Janeiro), com o
objetivo de proporcionar analgesia e hemostasia do campo operatodrio,
reduzindo possivel desconforto e fazendo o controle de sangramento.
Entdo serao acomodados em posicao dorsal, e receberao duas incisoes
longitudinais em forma de V com lamina n°® 15 montada em cabo de
bisturi n93, seqguida d descolamento total do retalho com descolador tipo

Molt para a confecgdo dos defeitos cirurgicos criticos. 1®

Os defeitos 6sseos foram realizados com o auxilio de uma trefina
de 8 mm de diametro externo (Sistema Neodent, Curitiba - Brasil) sob
irrigacdo constante de soro fisioldgico 0,9% e 800 RPM em motor elétrico,
conforme recomendacao do fabricante. A confeccdo dos defeitos
constituira na perfuragao total do osso parietal mantendo a integridade

da dura-mater (Figura 1).

20



21

Figura 1 - Defeito 6sseo de 8mm de diametro criado no centro da calvaria
envolvendo a sutura sagital, representada pela linha tracejada vermelha.

Fonte: elaborada pelo préprio autor (2023)

De acordo com o tratamento proposto, os defeitos foram
preenchidos apenas com o coagulo sanguineo e recobertos com a
respectiva membrana do grupo (Figura 2). Ao fim do procedimento, os
tecidos moles foram reposicionados e suturados com fio reabsorvivel
acido polilatico - Vycril 4.0, Ethicon, Johnson Prod., Sao José dos
Campos, Brasil) no plano profundo e fio monofilamentar (Nylon 5.0,
Mononylon, Ethicon, Johnson Prod., Sao José dos Campos, Brasil) com

pontos interrompidos no plano mais externo 17

Figura 2 - (A) defeito critico de 8mm tido como padrao para todos os
grupos. Preenchidos com coagulo sanguineo e recobertos com a
membrana referente a cada grupo: (B) GT1l: Techgraft®. (C) GC+:
BioGide® e (D) GC-: apenas coagulo.

Fonte: elaborado pelo autor (2023)



3.4 Eutanasia E Coleta De Material

A eutandsia dos animais ocorreu por meio de sobredosagem de
anestesia geral com a administragao intramuscular de cloridrato de
ketamina (50 mg/kg) e de cloridrato de xilazina (5 mg/Kg), nos dias pré-
estabelecidos anteriormente (7, 15, 30 e 60 dias apds o procedimento
cirirgico). As amostras coletadas serdao processadas inicialmente com a
remocao das calvarias dos ratos, fixadas em solugao de paraformaldeido
a 4% durante 48 horas. Posteriormente, lavadas em agua corrente por
24 horas, descalcificadas em EDTA (acido etilenodiaminotetracético) 10%
por 5 semanas, desidratadas em sequéncia de alcoois em diferentes
concentragdes (70%-100%) e diafanizadas em xilol. Em seguida, as
calvarias serdo cortadas ao meio no sentido longitudinal, separando o
defeito dsseo (figura 3). As pecas obtidas serdo incluidas em parafina,
receberao cortes semi-seriados de 6um de espessura. De cada peca serao
obtidas 6 laminas, das quais, 03 laminas serdao destinadas a coloracgao
em hematoxilina e eosina (H/E) e com elas serdo realizadas as analises

histoldgicas e histometricas e perfil inflamatoério 17 18
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Figura 3 - Corte longitudinal obedecendo a margem de segurancga ao redor
de todo o defeito, separando o defeito 6sseo em duas partes (sendo essas

iguais) para inclusao em parafina.

Fonte: elaborado pelo autor (2023)

3.5 Analise Dos Resultados

3.5.1 Analise Histologica E Histomorfométrica

Apds as laminas serem obtidas, essas foram avaliadas quanto a

capacidade de neoformacdo dssea, presenca de infiltrado inflamatério e



formacao de tecido conjuntivo. Usando a coloracdao HE (Merck & Co.,
Inc.), as medicOes foram realizadas com um microscopio éptico LeicaR
DMLB, Heerbrugg, Switzerland) acoplado a uma camera de captacdo de
imagem (LeicaR DC 300F microsystems Itd, Heerbrugg, Switzerland) e
conectado a um microcomputador Pentium III com um software
analisador de imagens digitalizadas ImagelLab 2000 (Software de

Processamento e Analise de Imagens, Ontario, Canada).

As imagens captadas foram salvas em arquivos no formato JPEG
para posterior andlise. Para analise histoldgica (qualitativa e descritiva)
foram realizadas fotomicrografias nos aumentos 4x, 10x e 100x, sendo a
reconstrucdo panoramica realizada no aumento de 4x (para
representacdao da localizacdo da area analisada) e os outros aumentos

(10x e 100x) para confirmar os achados histoldgicos.

O perfil inflamatério das membranas foi feito a partir da
quantificacao de linfocitos (células inflamatdérias) e vasos sanguineos.
Fotomicrografias no aumento de 100x foram usadas para realizacao da
analise e 3 imagens eram realizadas por seccao histoldgica: a primeira,
ao centro do defeito; a segunda, a direita; e a terceira, a esquerda. No
software Image ], em cada imagem foi aplicado uma grade com 130
pontos, e cada célula com caracteristica linfocitaria (mononucleares) que
tocasse o ponto era contada; para os vasos sanguineos, o conjunto de

pontos inseridos dentro do mesmo vaso era quantificado (Figura 4).
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Figura 4 - Software Image] utilizado para contagem de células e vasos
sanguineos. Grade histométrica de 130 pontos aplicada sobre a
fotomicrografia histolégica em um aumento da objetiva de 100x.
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Fonte: elaborado pelo autor (2023)

Ja para a contagem da quantidade de osso neoformado, uma
reconstrucdo panoramica das seccOes histoldgicas foi feita, em um
aumento de 4x. Com o software Image], a ferramenta régua foi utilizada
para a calibragem de acordo com a mensuracao escolhida para a
histometria. Apds a calibragem da régua, a ferramenta poligono é
utilizada e habilitada para contagem da area apds a imagem ser aberta
no software. Com a imagem aberta, a ferramenta do poligono é
executada, delimitando a drea a ser contada, os resultados sao salvos e
somados ao final do processo, representando a quantidade de

neoformacdo éssea (Figura 5).
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Figura 5 - Software Imagel utilizado para calibragem da ferramenta régua
na magnificacao de escolha para ser realizada a histometria e a seguir a
contagem da area Ossea através da ferramenta poligono.

PEN e o

Fonte: elaborado pelo autor (2023)

3.6 Analise Estatistica dos Resultados

Os dados coletados a partir da analise histométrica foram tabulados
e posteriormente testados no software SigmaPlot 12.0 (Exact Graphs and

Data Analysis, San Jose, CA, EUA), com nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise Histologica

Para a realizacdo de uma descricao histoldgica com detalhes, utilizou-se
reconstrugdes panoramicas obtidas a partir de fotomicrografias tiradas em
aumento de 4x (imagens que proporcionam uma visao ampla e geral das
estruturas histoldgicas presentes na amostra em estudo). Mas, para
garantir a precisao e identificacao precisa das estruturas (visto que a baixa
ampliacdo das imagens em 4x podem limitar a resolugcdo necessaria para
identificar estruturas microscopicas especificas), foram realizadas
confirmagoes adicionais em maiores aumentos.

Figura 6 - Reconstrucoes panoramicas das fotomicrografias dos grupos

GC+, GT1 e GC- em todos os periodos experimentais de 7, 15, 30 e 60 dias
em um aumento de 4x.

7 DIAS 15 DIAS 30 DIAS 60 DIAS

GC+ P P
B ’ ’% ¢ ’»/ )
GT1 N - ;‘K::s‘t-m:—i_»;: et
. \ 2
cc- T : By B

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

GT1 (Techgraft®)

7 dias: na reconstrucdo panoramica no aumento de 4x, é possivel observar
a presenca da membrana integra e colabada, além de devidamente
adaptada sobre os cotos. Logo abaixo da membrana, hd um tecido

conjuntivo frouxo, pouco organizado. A area central do tecido conjuntivo

2 Y
AR



27

demonstrou uma menor organizacdao quando comparada com as areas
adjacentes. Outra observacao importante é a presenca de neoformacdo
0ssea na area dos cotos (que afila-se em direcao ao centro, demonstrando
uma diminuicdo progressiva da quantidade de osso neoformado). Além das
caracteristicas ja citadas, também se nota um infiltrado inflamatdrio
mononuclear (linfécitos, monécitos), na regido estudada. Vasos sanguineos
também sao observados, e indicam um sistema vascular ativo na area em
analise. (figura 7)

Figura 7 - Fotomicrografias do grupo GT1 aos 7 dias de reparo 6sseo, em
aumentos de 4x e 10x. A e C: a area de defeito 6sseo (entre *) revela a
presenca da membrana (M) de pericardio bovino colabada e logo abaixo
o tecido conjuntivo frouxo (CF). B e D: comeco de neoformacdo Ossea

(NO) nos cotos, e diferentes graus de maturacao do tecido conjuntivo
(denso - CD, e fibroso - CF).

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

15 dias: identificada a presenca da membrana que ainda se encontra
integra, envolta por tecido conjuntivo, frouxo (CF) no centro e denso (CD)
nas margens (o que indica que ha uma diferenciacdo clara entre o centro e
a periferia). Nos cotos € possivel observar ilhas de maturacao de tecido,
demonstrando transicao organizada do tecido de granulagao para tecido

0sseo, indicando que esta ocorrendo uma reparacao ossea (figura 8).
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Figura 8 - Fotomicrografias do grupo GT1 aos 15 dias de reparo 0sseo nas
magnificacoes de 4x e 10x. A: visdo panoramica do defeito 6sseo (entre¥*)
e membrana (M) colabada. B e D: margens com inicio de neoformacao
6ssea (NO) e mineralizagcao do tecido. C: Margens com inicio de
neoformacao dssea.

A

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

30 dias: A membrana ndo se encontra mais integra, é possivel observar
apenas fragmentos remanescentes (envoltos por tecido 6sseo neoformado
e tecido conjuntivo denso - 0 que sugere o papel importante da membrana
na regeneracgao, fornecendo suporte estrutural e/ou estimulos). Nota-se a
presenca de uma neoformacgdo dssea no centro, o que indica um processo
ativo de regeneracao, o que permite o fechamento do defeito dsseo,

apresentando um tecido dsseo mais trabecular (figura 9).
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Figura 9 - Fotomicrografias do grupo GT1 aos 30 dias de reparo 0sseo nas
magnificacoes de 4x e 10x. A: visdo panoramica do defeito 6sseo (entre¥*)
e remanescente da membrana. B e D: Margens com osso maduro (OM),
ilhas de neoformacao e trabéculas preenchidas por medula. C: ao centro
presenca de tecido conjuntivo denso e fechamento do defeito.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

60 dias: a maioria dos espécimes apresentou neoformacdo éssea completa
ao longo do defeito (resultando em seu fechamento, indicando eficaz
processo de regeneracao), com areas onde se encontrava tecido conjuntivo
denso em meio ao tecido désseo neoformado e acima, a presenca do
peridsteo (que desempenha papel de importancia na formagao éssea com
o fornecimento de células progenitoras). No entanto, a auséncia de
remanescentes da membrana e maior quantidade de tecido conjuntivo
resultaram e uma formagao 6ssea menor em comparagao ao grupo GC+
(figura 10).
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Figura 10 - Fotomicrografias do grupo GT1 aos 60 dias de reparo 6sseo
nas magnificacoes de 4 e 10x. A: visdo panoramica do defeito 6sseo
(entre*) com neoformacao 6ssea por todo defeito (NO). B e D tecido 6sseo
maduro (OM) as margens do defeito apresentando ainda de tecido
conjuntivo denso (CD). C: ao centro neoformacao 6ssea entremeado por
tecido conjuntivo denso, presenca de periosteo (seta).

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

GC+ (Bio-Gide® - controle positivo)

7 dias: na reconstrucdo panoramica realizada no aumento de 4x, foi
observada a membrana integra em toda a extensdao do defeito,
proporcionando suporte e direcionamento para o processo de regeneragao,
junto com um tecido de granulagao organizado (indicando um processo de
cicatrizagdo em andamento). Além disso, ha um leve infiltrado inflamatdrio.
O tecido conjuntivo justaposto ao coto apresentou inicio de neoformacao

ossea, indicando a progressao do processo de reparo (figura 11).
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Figura 11 - Fotomicrografias do grupo GC+ aos 7 dias de reparo 6sseo nos
aumentos de 4x e 10x. A: visdao panoramica do defeito 6sseo (entre*) com
a presenca da membrana (M) de colageno porcino em toda a extensao do
defeito 0sseo. B e D: inicio de formacao 6ssea as margens do defeito (NO),
tecido conjuntivo denso (CD), que serve como espécie de arcabouco para
o desenvolvimento do osso neoformado. C: diferenca nos tecidos abaixo
da membrana (M), tecido conjuntivo frouxo e neoformacao dssea (NO)
entremeada por um conjuntivo denso (CD), que sugere a interacao entre
esses diferentes tipos de tecidos durante o processo de reparo 0sseo.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

15 dias: na imagem de aumento 4x, € possivel observar a membrana
integra recobrindo toda a area do defeito dsseo, e adaptada sobre os cotos.
Além disso, é possivel reconhecer o tecido conjuntivo ao centro do defeito
- maduro, com poucos sinais de infiltrado inflamatdrio, e bem vascularizado,
apontando que ha um processo de reparo em curso. Outro aspecto de
relevancia é a presenca de areas de tecido osso neoformado a partir dos

cotos (figura 12).
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Figura 12 - Fotomicrografias do grupo GC+ aos 15 dias de reparo 6sseo
nos aumentos de 4 e 10x. A: visdao panoramica do defeito 6sseo (entre¥*)
com a presenca da membrana de colageno suino em toda a extensado do
defeito 6sseo (M) e abaixo um tecido de granulacao bem organizado (CF).
B e D: Maturacao do tecido 6sseo as margens do defeito (NO) e presenca
ainda de tecido conjuntivo denso (CD).

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

30 dias: a reconstrucao da imagem em 4x revela uma quantidade
consideravel de tecido dsseo neoformado, além da presenca de peridsteo
(indicado pela seta). No centro do defeito é possivel notar a presenca de
remanescentes da membrana, posicionados entre o tecido neoformado e
tecido conjuntivo. A formacdo de tecido 6sseo neoformado a partir dos cotos
foi um achado comum nos espécimes analisados, confirmando que o reparo
esta ocorrendo no sentido central - processo de inicia a partir das
extremidades dos cotos e avanca em direcao ao centro do defeito (figura
13).
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Figura 13 - Fotomicrografias do grupo GC+ aos 30 dias de reparo 0sseo
nos aumentos de 4 e 10x. A: visdao panoramica do defeito 6sseo (entre¥*)
fechado quase que completo entremeado de tecido conjuntivo ao centro e
restos da membrana (M). B e D: Maturacao do tecido 6sseo as margens
do defeito (MON), diminuicdo das trabéculas e presenca ainda de tecido
conjuntivo denso (CD). C: presenca de remanescentes da membrana (M)
envolta por tecido conjuntivo fibroso organizado (CF) e osso neoformado
(NO). Acima, presencga de periosteo (seta).

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

60 dias: membrana com suas caracteristicas semelhantes ao grupo de 30
dias (indicando estabilidade ao longo do periodo de analise). O tecido dsseo
encontrado entre as camadas da membrana demonstra uma organizagao e
mineralizacdo maior em comparacao ao estagio anterior (30 dias) — essa
organizacdo mais avancada é observada pela reducdo das lacunas antes
presentes. A diminuicdo dessas trabéculas e lacunas tornam o 0sso mais

compacto e resistente (figura 14).
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Figura 14 - Fotomicrografias do grupo GC+ aos 60 dias de reparo 0sseo
nos aumentos de 4 e 10x. A: visdo panoramica do defeito 6sseo (entrex*).
B e D: Osso maduro (OM) as margens do defeito apresentado ilhas de
neoformacao (NO) e presenca ainda de tecido conjuntivo denso (CD). C:
defeito fechado quase que completo entremeado de tecido conjuntivo ao
centro, com restos da membrana (M) de colageno porcino ao centro e
abaixo um tecido de granulacao bem organizado.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

GC- (coagulo - controle negativo)

7 dias: em analise panoramica é possivel visualizar o defeito 6sseo
preenchido por tecido de granulagao ao centro, quando na borda, ocorre
uma neoformacdo oOssea, especialmente notavel nos cotos da ferida
cirdrgica, indicando processo de regeneracao em andamento. A

neoformacdo éssea € ausente no centro da ferida (figura 15).
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Figura 15 - Fotomicrografia panoramica do grupo GC- aos 7 dias de reparo
0sseo nos aumentos de 4x e 10x. — A: visdao panoramica do defeito 6sseo
(entre*). B e D: inicio de neoformacao 6ssea préximo aos cotos (NO). C:
efeito preenchido por tecido conjuntivo (CD/CF).

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

15 dias: tecido conjuntivo frouxo preenche o defeito désseo, tecido de
granulacao rico em células e matriz extracelular. Em um aumento maior,
das bordas do defeito em diregdao ao centro da ferida é notavel a presenca
de neoformacao oOssea. Esse tecido neoformado apresenta caracteristicas
de tecido 6sseo primario, e esta distribuido aleatoriamente. Os achados
citados sugerem que a regeneracao dssea esta acontecendo de forma mais
efetiva a partir dos cotos, e a regiao central apresenta um processo de
reparo menos avancgado (figura 16).
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Figura 16 - Fotomicrografia panoramica do grupo GC- aos 15 dias de
reparo O0sseo nas magnificacoes de 4 e 10x. A: visdao panoramica do
defeito 6sseo (entre*). B e D: Cotos apresentando neoformacao oOssea
(NO) e presencga de tecido conjuntivo denso (CD). C: Defeito preenchido
por tecido conjuntivo frouxo e denso.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

30 dias: nesse periodo foi notada uma maior neoformacdo éssea préoximo
aos cotos, apresentando regeneracdo 0ssea mais avancada. Mas, o espaco
entre os cotos se manteve preenchido por tecido conjuntivo denso, com
pequenas ilhas de neoformacao éssea, sem o fechamento do defeito (figura
17).
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Figura 17 - Fotomicrografia panoramica do grupo GC- aos 30 dias de
reparo 6sseo nas magnificacoes de 4x e 10x. A: visdo panoramica do
defeito 6sseo (entre*). B e D: Cotos apresentando neoformacao Ossea. C:
defeito preenchido por tecido conjuntivo com presenca de ilhas de
neoformacao 6ssea (NO).

A

*

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

60 dias: é notavel a aproximacdo dos cotos do defeito, no entanto, o
fechamento completo do defeito dsseo ainda ndo ocorreu, e o espago entre
0os cotos continua preenchido por tecido conjuntivo. Os resultados desse
periodo sdo consistentes com os do periodo anterior. Esses achados
sugerem que ao longo do periodo de observacao ndo houve muitos avancos
em relacdo a neoformacdo dssea e a mineralizacao do tecido conjuntivo
(figura 18).
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Figura 18 - Fotomicrografia panoramica do grupo GC- aos 60 dias de
reparo 0sseo nas magnificacoes de 4 e 10x. A: Visao panoramica do
defeito 6sseo (entre*). B e D: cotos apresentando neoformacao 6ssea. C:
tecido 6sseo neoformado (NO) e conjuntivo denso (CD).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

4.1.1 Histométrica

Na analise intragrupos do tecido ésseo neoformado, o grupo GC+
apresentou diferenca estatistica apenas entre os tempos de 60, 30 e 15 dias
em comparagao com o tempo de 7 dias (p<0,05) apesar de demonstrar um
crescente aumento da quantidade de osso neoformado. O grupo GT1
apenas evidenciou diferenca estatistica no tempo de 60 dias (p<0,05) e o
grupo GC-teve o resultado esperado e ndao apresentou diferenca estatistica
entre nenhum tempo analisado (p>0,05). Na analise intergrupos, o grupo
GC+ apresentou diferenca estatistica em todos os tempos para todos os
grupos (p<0,05). O grupo GT1 foi diferente estatisticamente para o grupo
GC+ (p=0,006) demonstrando menor quantidade de osso neoformado e

sendo superior ao grupo COAG (p<0,001).
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Aos 7 dias de reparo o0sseo, o grupo GC+ apresentou maior
neoformacdo éssea em relacdo aos demais grupos. Em 15 dias, o grupo
GC+ ainda apresenta uma maior quantidade de osso neoformado em
relacdo aos demais grupos, o grupo GT1 demonstra diferenca estatistica

para o grupo GC-.

No periodo de 30 dias, em um momento mais tardio de reparo dsseo,
o grupo GC- permaneceu apresentando desempenho esperado, o GC+ teve
0 aumento mais expressivo na quantidade de osso neoformado
apresentando diferenca estatisticas para os grupos GT1 e GC-. O GT1,
apesar de apresentar crescente formacdo dssea, ainda apresenta diferenca

estatistica para GC-.

No ultimo tempo experimental analisado, aos 60 dias, o GC+ melhor
desempenhou o potencial de osteopromocao, apresentando diferenca
estatistica para o grupo GC- e GT1 que também apresentou diferenca
estatistica em relacdo ao GC-. Neste Ultimo periodo podemos analisar que

o GT1 também teve um aumento significativo na area de osso neoformado.
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Figura 19 - grafico comparativo das médias e desvio padrao da area de
osso neoformado de todos os grupos (gc+, gtl e gc-),maiusculo para os
tempos experimentais de todos os tempos (7, 15, 30 e 60 dias).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

4.1.2 Perfil Inflamatorio

Na analise do perfil inflamatdrio todos os grupos tiveram uma diminuicao
da quantidade de células inflamatodrias do periodo de 7 para 15 dias nao
apresentando diferenca estatistica para nenhuma das relagdes intra e

intergrupos.
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Figura 20 - grafico comparativo das médias e desvio padrdo intra e
intergrupos para a analise de células inflamatorias (linfécitos), para os
tempos experimentais de 7 e 15 dias.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Ao avaliarmos a quantidade de vasos sanguineos, foi observado uma
capacidade de neovascularizacao do grupo GC+ sendo diferente
estatisticamente de 7 para 15 dias (p<0,001) e também para os grupos
GT1 e GC- aos 15 dias (p<0,001) que nao apresentaram diferenca
estatistica entre si (p=0,473).



Figura 21

sanguineos) para os tempos experimentais de 7 e 15 dias.
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5 DISCUSSAO

O uso do colageno na producdo de membranas tem ganhado destaque
como uma escolha preferencial na area de engenharia de tecidos, devido as
suas caracteristicas, como a biocompatibilidade, biodegradabilidade e
afinidade celular 1°. Mas, cabe mencionar algumas dificuldades associadas
a producao dessas membranas, que podem suceder em propriedades
mecanicas inferior (limitando sua efetividade como suporte para
regeneracdo tecidual), rapida degradacao (a membrana pode se decompor
mais rapido que o esperando, comprometendo assim a integridade
estrutural - afetando de forma negativa o processo de cicatrizagao),
reacoes inflamatdrias exacerbadas (varidvel de individuo para individuo,
mas que de forma geral afeta a cicatrizacao) e uma limitada capacidade de
neoformacdo d6ssea (embora haja afinidade entre o colageno e as células
osseas, pode ocorrer dificuldade na estimulacdo de crescimento e
diferenciacao celular necessarios para regeneracdo adequada) 2°. Portanto,

essas caracteristicas foram analisadas nas membranas no presente estudo
14, 21-22

O objetivo era avaliar o potencial regenerativo de uma membrana
nacional feita a partir do pericardio bovino, comparando-a com uma
membrana de colageno da derme porcina, amplamente reconhecida no
mercado nacional e internacional. Para validar os resultados, foi incluido o
grupo nomeado de controle negativo, onde esse foi projeto para
certificarmos que a completa reparagdo de um defeito critico de 8mm nao
ocorreria sem que houvesse a presenca de uma membrana. E, de fato
nossos resultados comprovaram essa hipdtese. A decisdao de nao utilizar
biomateriais adicionais possibilitou a avaliacao verdadeira do potencial

regenerativo das membranas 18 23-24,

A membrana de colageno porcino utilizada como grupo controle
positivo foi a Bio-Gide®, cujo desempenho foi consistente com os resultados
encontrados em outras publicagoes 18 22:25-27 provando nossas descobertas

e fortalecendo a confiabilidade do nosso estudo. A membrana de pericardio
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bovino testada nesse estudo foi a Techgraft®, que é produzida através da
reticulacdo do colageno tipo I, modificadas por hidrélise dos grupos
carboxiamidas, utilizando uma solucao de dimetilsulfoxido equilibrada por
uma solugao tampao fosfato. Posteriormente, sao liofilizadas (desidratadas)
e estilizadas %8 - esse processo de fabricagdo tem como objetivo remover
elementos celulares do pericardio, resultando em uma matriz composta
apenas por colageno tipo I e fibras elasticas, visando melhorar as

propriedades mecanica da membrana 2° 39,

Nesse contexto, é importante destacar que a analise da reacdo
inflamatoria estd associada a biocompatibilidade da membrana e a sua
estabilidade no processo de ROG. Além do que, o tratamento realizado no
colageno em sua fabricacdo também desempenha papel importante nesse
aspecto - diferentes tipos de tratamento podem resultar em respostas
inflamatdrias variadas 2% 31, No entanto, é importante ressaltar que
nenhuma das membranas testadas apresentou infiltrado inflamatério
intensamente pronunciado, o que seria fora dos parametros esperados,
além de nao haver sinais de necrose tecidual. Sendo esses resultados
encorajadores e indicativos de que as membranas avaliadas no estudo
apresentam resposta inflamatéria controlada, dentro dos limites aceitaveis,
0 que é crucial para a eficacia do processo de ROG, uma vez que inflamacao
excessiva pode comprometer a regeneracgao tecidual e prejudicar resultados

clinicos.

Ao analisarmos os parametros comportamentais, qualitativos e
guantitativos ao longo dos periodos, observamos que o grupo GC+
apresentou uma reacao inflamatoéria leve aos 7 dias, porém, essa resposta
diminui ainda mais aos 15 dias, como também foi possivel ver no grupo
GT1. O grupo GC+, apesar de ter apresentado um comportamento seletivo
para a entrada de células devido a sua dupla camada, permitiu que
houvesse uma vascularizacdo, que se manteve favoravel desde o inicio e

foi maior do que os demais grupos, isso resultou em uma neoformacgao
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0ssea superior, com maior espessura no centro do defeito 6sseo, quando

comparado aos grupos GT1 e GC-.



46

6 CONCLUSAO

Com base nas informagbes aqui apresentadas e considerando que a
membrana de derme suina é reconhecida como “padrao ouro” a ser utilizado
em procedimentos de regeneracdo Ossea guiada (ROG) 2> 32, e que a
mesma demonstrou semelhanca nos dados estatisticos em associacdao com
os dados histoldgicos analisados, conclui-se que a membrana nacional de
pericardio bovino pode ser considerada com uma alternativa pertinente a

membrana de derme suina utilizada mundialmente para ROG.

Esse resultado é significativo, uma vez que a fabricagdo nacional
desse material o torna mais acessivel para a pratica clinica realizada no

Brasil.
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