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Avaliacdo histomorfométrica de membranas absorviveis para regeneracdo éssea

guiada instaladas em defeitos 0sseos criticos de calvarias de ratos.

RESUMO

O uso de membranas que auxiliem no processo de regeneragdo Ossea
guiada (ROG) é também uma vertente dos estudos de biomateriais compativeis que
auxiliam nesse processo de reparo. O objetivo do trabalho é avaliar por meio de
estudo microscopico e histomorfométrico, regeneragdo oOssea guiada utilizando
membranas de origens diferentes em defeitos criticos criados em calvaria de ratos.
Foram utilizados 36 ratos Albinus Wistar divididos em 3 grupos, sendo 6 animais
para cada grupo: grupo controle somente com coagulo; grupo controle positivo (Bio-
Gide®), e grupo experimental que recebeu a membrana cortical de osso bovino
(Gen-Derm®). Os periodos experimentais foram de 30 e 60 dias. Os resultados
histomorfométricos deste trabalho apontaram que a membrana de colageno suino
apresentou melhores indices de neoformagdo é6ssea. Contudo a membrana de
cortical bovina auxiliou no processo de regeneracédo 6ssea guiada mostrando que é

adequada para procedimentos de ROG.

Palavras-Chave: Materiais biocompativeis, regeneragao, osso, membrana.



Histomorphometric assessment of absorbable membranes forguided bone

regeneration in critical-size defects of rat calvaria.

ABSTRACT

The use of membranes that aid in the guided bone regeneration (GBR)
process is also a part of compatible biomaterials studies that aid in this repair
process. The objective is to compare different membranes used in critical-size defect
of rat calvaria through assessment of GBR, histomorphometric reactions. Materials
and Methods: 36 male albinuswistar rats were divided into thre groups: control group
without membrane (only blood clot/negative control); porcine collagen membrane
group (Bio-Gide®/positive control); group that received bovine cortical membrane
(GenDerm®/experimental group). The animals were euthanized at 30 and 60 days
postoperatively. The histomorphometric results showed that purcine collagen
membranes presented better newly bone formation values, however the bovine
cortical membrane also assisted in the GBR. The GenDerm membrane analysed in

this study promoted guided bone regeneration.

Key words: Biocompatible materials, regeneration, bone and bones, membranes
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1. INTRODUGAO

Uma vez que o elemento dental se encontra ausente no processo
alveolar, desencadeia irreversiveis reabsorcdes Osseas. A auséncia de 0sso em
rebordos alveolares € um fator determinante na reabilitagdo do individuo na
instalagcdo dos implantes dentarios, sendo consequéncia de traumatismos dento
alveolares, extragdes dentarias traumaticas, auséncia dentaria congénita, ou outras
patologias que envolvam a cavidade oral. Esta perda 6ssea € uma limitagdo para a
reabilitacdo com implantes, pois volume Osseo insuficiente compromete a

estabilidade inicial (Magro-Filho; Bassi; Garcia-Junior, 2003).

A Odontologia, em seu enfoque reabilitador, tem uma demanda grande na
area dos biomateriais, devido a necessidade frequente na regidao bucomaxilofacial
(Oliveira ET al., 2005). Varias pesquisas tém sido feitas tanto na area médico,
quanto odontolégica, para encontrar substancias naturais ou sintéticas que possam
repor o tecido perdido. Encontramos relatos antigos na literatura que nos
demonstram a utilizagao de substancias, como marfim, osso seco, ouro, fio de ouro,
ligas de prata, entre outros materiais. A partir de 1800 ja utilizavam compostos
sintéticos para substituicdo d6ssea, como o sulfato de calcio em defeitos ésseos.
Atualmente, divido ao desenvolvimento tecnoldgico dos biomateriais, aliado ao
avango dos conhecimentos sobre tecido 6sseo, é possivel direcionar seletivamente
a formacdo Ossea controlando assim ndo somente a qualidade, mas também
quantidade de osso no local desejado. Contudo, um dos desafios da odontologia
moderna esta em encontrar o melhor substituto 6sseo através de pesquisa do
material de implante ideal para substituicdo do enxerto 6sseo autégeno (Carvalho et
al., 2010).

O osso autégeno é considerado o “padrao-ouro” na escolha dos materiais
para enxerto, devido as suas propriedades osteocondutoras, osteoindutoras e
osteogénicas (Becker et al., 1995). Porém, sua desvantagem esta na necessidade
da criagao de outro sitio cirargico no local doador, muitas vezes, contraindicando sua

utilizagao. (Taga, 1996)

O material/biomaterial de enxerto ideal teria as propriedades descritas do
0sso autégeno sem a necessidade da remogao cirurgica em uma area doadora.

(BECKER et al.,, 1995). O uso de membranas que auxiliem no processo de



regeneragao Ossea guiada (ROG) € uma vertente dos estudos de biomateriais

compativeis que auxiliam no processo de reparo.

A técnica denominada de Regeneracédo Ossea Guiada (ROG), se baseia no
conceito de osseopromogado e é caracterizado pelo uso de meios fisicos para
promover um selamento de um local anatébmico. Esse selamento serve para prevenir
que outros tecidos, principalmente o tecido conjuntivo, invadam a regido uma vez
que sua formagao € mais rapida que a do tecido 6sseo, interferindo na osteogénese.
A ROG também auxilia no direcionamento da formacdo ossea ‘Acevedo-Andrade R et

al.,).

Desta forma a membrana € colocada em contato direto com o defeito 6sseo
circundante posicionando o peridsteo sobre a mesma. A literatura mostra que certos
tecidos no interior do organismo possuem potencial bioldégico para regeneracgao,
sempre que exista um ambiente adequado durante a cicatrizagdo'*. Asprincipais
indicagdes do uso das membranas biolégicas em processos de ROG s&o: corregao
de rebordos edéntulos ou defeitos residuais'; alvéolos apds exodontias'®;

deiscéncia e fenestracdes apds colocacdo de implantes mediatos e imediatos’”.

Estdo disponiveis no mercado uma gama grande de biomateriais, sejam
sintéticos ou biolégicos, apresentando diversos tamanhos de particulas e
principalmente classificados quanto ao seu modo de agao. (Carvalho, Violin, Bassi,
2004).
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2. PROPOSIGAO

A proposta deste trabalho foi avaliar por meio da analise histomorfométrica o
potencial osteopromotor de membrana cortical osso bovino (GenDem®), em
comparagao com a membrana Porcina (Bio-Guide®) no processo de regeneragao
O0ssea guiada instaladas em defeitos dsseos criticos de calvarias de ratos aos 30 e
60 dias.

3. MATERIAIS E METODOS
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Para o desenvolvimento dessa pesquisa, foi utilizado um total de 36 ratos
(Rattusnovergicusalbinus, Wistar), machos, adultos (3 a 4 meses), com
aproximadamente 200g a 300g, os quais foram divididos em trés grupos (n=12 por
grupo), submetidos a eutanasia em dois momentos do experimento, aos 30 e 60
dias apods a cirurgia. Estes animais foram mantidos em gaiolas, e alimentados com
racao balanceada (NUVILAB, Curitiba PR, Brasil) contendo 1.4% Ca e 0.8% P e
agua ad libitum no Biotério da Faculdade de Odontologia do campus de Aragatuba—
UNESP. Sendo assim, em cada animal foi realizado um defeito 6sseo critico na

calvaria (8 mm), como discriminado a seguir:

GRUPO COAGULO (Controle Negativo) — n=12: O defeito dsseo critico
foi preenchido com coagulo sanguineo sem o recobrimento do defeito, sendo 6 ratos
submetidos a eutanasia em cada periodo para a andlise (30 e 60 dias apos a

cirurgia).

GRUPO GONTROLE POSITIVO (Bio-Gide®GeistlichWolhusen,
Switzerland) - n=12: O defeito dsseo critico foi preenchido com coagulo sanguineo e
sobre o defeito colocado uma membrana de colageno porcino sendo 6 ratos
submetidos a eutanasia em cada periodo para a analise (30 e 60 dias apds a

cirurgia);

GRUPO EXPERIMENTAL (membrana de cortical bovina -
GenDerm®Baumer, Mogi Mirim/SP, Brasil) - n=12: O defeito 6sseo critico foi
preenchido com coagulo sanguineo e sobre o defeito uma membrana de cortical
bovina, sendo 6 ratos submetidos a eutanasia em cada periodo para a analise (30 e

60 dias apds a cirurgia).
Cirurgia Experimental

Os animais foram mantidos em jejum pré-operatério de doze horas e
submetidos a sedagao por meio da administragao via intramuscular, com Cloridrato
de Ketamina (Francotar — Vibrac do Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil) associado a
Xilazina (Rompum — Bayer AS — Saude Animal, Sdo Paulo, Brasil), na dosagem de
0,7ml/Kg e 0,3ml/Kg, respectivamente. Foi adotado um rigoroso protocolo asséptico,
incluindo a esterilizacao do instrumental utilizado, delimitagdo da area a ser operada

com campos estéreis, uso de aventais e luvas cirurgicas estéreis. Todos os
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procedimentos cirurgicos foram realizados na sala cirurgica do Biotério da Faculdade
de Odontologia de Aragatuba — UNESP. Em seguida foi realizada a tricotomia na
regido da calvaria, antissepsia com PolivinilPirrolidona lodo Degermante (PVPI 10%,
RiodeineDegermante, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto), associado ao PVPI
tépico (PVPI 10%, Riodeine, Rioquimica, S&do José do Rio Preto) e aposi¢cado de

campos estéreis.

Foram realizadas incisbes em V no sentido occipito-frontal de
aproximadamente 2 cm, com lamina n°® 15 (Feather Industries Ltda, Tokyo, Japao)
montada em cabo de bisturi n° 3 (Hu-Friedy, Alemanha) e o descolamento total do
retalno com descolador tipo Molt (Hu-Friedy, Alemanha). Em seguida com auxilio de
broca Trefina de 7 mm de didmetro interno (3i Implantinnovations, Inc., Palm Beach
Gardens, EUA) acoplada em baixa-rotagdo sob irrigacédo abundante com solucéo de
cloreto de sédio 0,9% (Darrow, Rio de Janeiro, Brasil), foi confeccionado um defeito
cirargico critico de 7 mm de diametro, na porgao central da calvaria envolvendo a
sutura sagital, mantendo-se a integridade da dura-mater (FiguraO1). De acordo com
os tratamentos propostos os defeitos foram preenchidos somente com coagulo
sanguineo e os demais grupos preenchidos com coagulo sanguineo e sobre o
defeito colocado uma membrana de colageno porcino (Grupo Controle Positivo:Bio-
Gide® — n=12) ou com uma membrana de cortical bovino delgada (grupo

experimental: GenDerm®- n=12))(Figura02).

Finalizando o procedimento, os tecidos moles foram cuidadosamente
reposicionados e suturados em planos empregando-se fio reabsorvivel (acido
polilatico — Vycril 4.0, Ethicon, Johnson Prod., Sdo José dos Campos, Brasil) no
plano profundo e fio monofilamentar (Nylon 5.0, Mononylon, Ethicon, Johnson Prod.,

Sé&o José dos Campos, Brasil) com pontos interrompidos no plano mais externo.

No pods-operatorio imediato cada animal recebeu dose Unica
intramuscular de 0,2ml de Penicilina G-benzatina (Pentabidtico Veterinario Pequeno
Porte, Fort Dodge Saude Animal Ltda., Campinas, SP). Os animais foram mantidos

em gaiolas individuais durante todo o experimento com ragao e agua ad libitum.

Figura. 01- A. Acesso cirurgico a calvaria. B. Defeito 6sseo de 8mm de diametro
criado no centro da calvaria envolvendo a sutura sagital, representada pela linha

tracejada vermelha. Remoc¢ao da cortical da regiao de calvaria.
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Figura 2. Defeito critico de 8mm. A Coagulo. B. Controle Positivo -Membrana de
colageno porcino (Bio-Guide® GeistlichWolhusen, Switzerland). C. Grupo Experimental

-Membrana de cortical bovina (GemDerm®Baumer, Mogi das Cruzes/SP).

Grupo Controle Negativo Grupo Controle Positivo Grupo Experimental

\

A eutanasia dos animais ocorreu nos periodos de 30 e 60 dias pos-
operatorios por meio de dose excessiva de anestésico. As calvarias dos ratos foram
removidas e fixadas em solu¢cao de formaldeido 10% durante 48 horas, lavadas em
agua corrente por 24 horas, descalcificadas em EDTA 20% por 5 semanas,
desidratadas em sequéncia de alcoois e diafanizadas. Posteriormente, as calvarias
foram cortadas ao meio no sentido longitudinal, separando os defeitos 6sseos. As
pecas obtidas foram incluidas em parafina separadamente e receberdao cortes de
6um de espessura e serdo montadas em laminas. As laminas foram separadas para

a coloracao em hematoxilina e eosina (HE).

4. RESULTADOS

4. 1. Avaliagdo morfolégica (microscoépica):



14

Os resultados foram avaliados por meio de microscopio Optico com
padronizacao da leitura das laminas do grupo controle, grupo controle positivo (Bio-
Gide® GeistlichWolhusen, Switzerland), grupo experimental (GenDerm®, Baumer,
Mogi das Cruzes/SP/Brasil). (Figuras 03 e 04)

GRUPO CONTROLE (GC) - Sem membrana

30 dias: Neste periodo o Grupo Coagulo apresentava uma area 6ssea neoformada
maior proximo aos cotos do defeito. O espacgo entre estes estava preenchido por um
tecido conjuntivo frouxo ndo modelado. Observa-as areas de osteotomia com os
cotos Osseos esquerdo e coto direito com discreta neoformacdo 6ssea em suas
margens. Ao centro do defeito critico, entre os cotos, é possivel notar auséncia de

neoformacéo éssea com o defeito dsseo preenchido por tecido conjuntivo fibroso.

60 Dias: Nota-se uma maior aproximacao dos cotos do defeito, contudo, sem o

fechamento do defeito, sendo o espago preenchido por um tecido conjuntivo fibroso.

GRUPO CONTROLE POSITIVO (Bio-Gide® - GeistlichWolhusen)

30 Dias: Verifica-se uma grande quantidade de tecido &sseo neoformado
entremeado por fragmentos da membrana de coldgeno porcino (Bio-Gide® -
GeistlichWolhusen, Switzerland). Na observag¢ao das laminas nota-se a presenga de
neoformacdo éssea a partir dos cotos 6sseos € no centro do defeito, com a
presenca de remanescente da membrana entre a area de tecido 6sseo neoformado
e o tecido conjuntivo organizado sobre a membrana remanescente. Em alguns

espécimes verificou-se o fechamento do defeito.

60 Dias: Ha imagens da neoformagao 6ssea tanto no coto esquerdo quanto no coto
direito como centro do defeito eram as mesmas dos animais sacrificados com 30
dias, mas com imagem mais nitida de tecido ésseo neoformado preenchendo
praticamente toda a cavidade. Verifica-se também a presenca de membrana

remanescente, tecido conjuntivo fibroso bem organizado.

GRUPO EXPERIMENTAL (GenDerm®Baumer, Mogi das Cruzes/SP)
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30 dias: Area defeito ainda se encontra ndo reparado, com tecido 6sseo em

neoformacdo em diregdo ao centro do defeito. As imagens em maior aumento

demonstram areas de neoformagao 6ssea ao redor dos fragmentos de membrana.

60 dias: Presenca de neoformacado 6ssea em grande parte do defeito, mas sem o

fechamento completo do mesmo. Praticamente ndo se nota a presenca mais de

fragmentos da membrana. Em um espécime houve o fechamento completo do

defeito.

Figura 03 Cortes histologicos panoriamicos corados em eosina e hematoxilna,

mostrando a area total do defeito com uso de membranas (Bio-Gide, GemDerm e

coagulo). Aumento original de 6,3X.

Controle Positivo

(Bio-Gide)-30 dias

Grupo Experimental
(GenDerm)-30 dias

Coagulo-60 dias

Controle Positivo
(Bio-Gide) -60 dias

Grupo Experimental
(GenDerm)-60 dias

Figura 04 — Fotomicrografias de cortes corados com HE, 30 e 60 dias pds-operatério

em maior aumento (Grupos controle negativo, controle positivo e experimental).

Aumento original de 12,5.
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Coagulo - 60 Dias ' ~\____. Bio-Gide:60Dias GenDerm - 60 Dias

4. 2. Analise histométrica

Apos as laminas serem coradas com HE (Merck &Co., Inc.) as
mensuragdes foram realizadas utilizando um microscépio optico (LeicaR DMLB,
Heerbrugg, Switzerland) acoplado a uma camera de captagdo de imagem (LeicaR
DC 300F microsystemsltd, Heerbrugg, Switzerland) e conectado a um
microcomputador Pentium Il com um software analisador de imagens digitalizadas
ImageLab 2000 (Software de Processamento e Analise de Imagens, Ontario,
Canada). As imagens digitalizadas foram gravadas em arquivos JPEG para serem
posteriormente analisadas e foram projetadas na tela de um monitor Samsung

(SyncMaster 3Ne, 15 polegadas).

Foi avaliada a area de tecido 6sseo presente na regidao central dos
defeitos 6sseos. Os dados obtidos nas analises foram transformados em valores
absolutos, de pixels, para valores porcentuais relativos, de modo a minimizar a

interferéncia da diferenca do tamanho do negativo.

Todos os testes foram realizados no programa estatistico Sigma Plot 12.3
(Systat Software, Inc., San Josealifornia, USA). Inicialmente os dados foram

submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk), o qual identificou se tratar de
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dados homogéneos (p>0,05). Assim, o teste ANOVA 2 fatores foi aplicado para as
interacdes “membranas versus periodos”. Todas as interagdes mostraram alteracdes
significantes estatisticamente (p<0,05). Adicionalmente, para a identificagdo precisa
das alteracbes estatisticas, o pos-teste Tukey foi aplicado, em que para todos os

testes, o nivel de significancia de 5 % foi considerado.

Na avaliagdo histométrica da evolugdo cronologica do reparo 6sseo
(andlise intragrupos), o grupo experimental (GenDerm®) apresentou maior area de
neoformacéo éssea aos 60 dias em comparacéo ao periodo inicial (30 dias) (p<0,05.
Os resultados do grupo Coagulo e controle positivo (BioGide®) se mostraram

similares na comparacao entre os dois periodos analisados (p>0,05).

Grafico 1. Area de osso neoformado para os grupos experimentais aos 30 dias.

Area de Osso neoformado para os grupos experimentais aos 30 dias.
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Grafico 2 . Area de osso neoformado para os grupos experimentais aos 60 dias.

Area de Osso neoformado para os grupos experimentais aos 60 dias.
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5. DISCUSSAO



19

O objetivo primario da ROG é a obtengdo de uma regeneragado Ossea
bem sucedida na area de defeito 6sseo com alta previsibilidade e baixo risco de
complicagbes. Secundariamente procura-se com a ROG obter um resultado bem
sucedido com menor numero de intervengdes cirurgicas, baixa morbidade para o
paciente e um periodo de reparo diminuido. E notério que nos Gltimos 20 anos,
progressos significativos ocorreram no desenvolvimento de técnicas e material para
que a ROG ocorra de forma esperada (PARL et al., 2008; BUSER 2010).

Quando é realizado defeito controle (coagulo sem membrana), o processo
de reparo ocorre de forma padrdo, ou seja, a formagdo Ossea fica restrita as
margens dos defeitos, sendo que o centro do defeito fica reparado por um tecido
conjuntivo fibroso. Quando uma membrana é utilizada, estd resulta em uma
mudang¢a na quantidade de osso e regeneracao tecidual, ou seja, o espago criado
durante a cirurgia separou o compartimento interno do externo, sendo que o interno
preenchido inicialmente por coagulo sanguineo passa por um processo de
cicatrizagdo e no final ha maior neoformacao éssea dos grupos onde a membrana

foi utilizada em relagcdo ao grupo sem membrana (SCHENT et al., 1994).

A questdao é: Existem diferencas no padrdo e na quantidade de
neoformacdo 6ssea com diferentes tipos de membranas? Atualmente existe no
mercado uma grande variedade de membranas para ROG. Para selecionar o
material mais adequado, estes deverdo estar baseados nas necessidades clinicas,
além de ter que apresentar algumas caracteristicas basicas, entre elas a
biocompatibilidade, oclusao celular, integracao tecidual, formacao e manutengao do
espaco, manejo clinico na cirurgia e suscetibilidade limitada as complicagcbes (
SHENT, 2000; WERKMEISTER; BUSER, 2000).

Pelo resultado obtido nesta pesquisa foi possivel observar que a
membrana denominada como grupo controle positivo (Bio-Gide®) manteve seu alto
nivel de atuacédo ja tdo bem descrito na literatura como em Pati et al.(2012) e
Behfarnia et al .(2012), em comparacdo com a membrana teste. O colageno
apresenta muitas vantagens como biomaterial. Além de poder ser preparado em
diferentes formas como membranas, filmes e esferas, apresentam como

caracteristicas bioldgicas: nao-toxicidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Behfarnia%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23559922
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facilmente absorgdo pelo corpo e baixa antigenicidade (PATI et al.,, 2012;
VAISSIERE et al., 2000).

No entanto, seu custo de purificagdo € extremamente alto e, quando
isolado, apresenta alguma variabilidade quanto ao tamanho das fibras, impurezas e
densidade de ligagdes cruzadas que estabilizam a estrutura de suas fibrilas®®. Além
disso, o colageno causa alternédncia no comportamento celular, sofre contracéo e
suas propriedades mecanicas sdo inadequadas, por isso devem ser manuseados
com cuidado (VAISSIERE et al, 2000; KICHARIZ, 1992). Outro fator é a
variabilidade do colageno dependendo da fonte, impurezas, variabilidade na
degradabilidade enzimatica e propriedades de manipulacdo complexa (SHEIKH et
al., 2017).

Desta forma, buscar alternativas de materiais que possam assumir a
funcdo de barreira é importante. Os resultados obtidos nesta pesquisa pelo grupo
experimental (GenDerm®) mostra que sdo adequadas para procedimentos de ROG
como também demonstrou Oliveira et al 2004. Este fato ficou demonstrado quando é
avaliada tanto a histologia quanto a histometria, resultado este que estda em

concordancia com os obtidos por Bernabé et al.( 2012).
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6. CONCLUSAO

Dentro da metodologia empregada foi possivel concluir que as
membranas estudadas nesta pesquisa promoveram a ROG em defeitos criticos em
calotas de ratos. O grupo controle positivo (Bio-Guide) obteve melhor
comportamento bioldégico e maior indice de neoformagdo 6ssea no processo. O
grupo experimental (GenDerm®) apresentou maior area de regeneragdo dssea aos
60 dias em comparagao ao periodo inicial (30 dias), ocorrendo uma mudanga na
quantidade de osso e regeneracgdo tecidual. Assim, ha maior neoformacéo déssea

dos grupos onde a membrana foi utilizada em relagdo ao grupo sem membrana.
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