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RESUMO

O uso de membranas que auxiliam no processo de regeneragdo 0ssea guiada (ROG)
€ também uma vertente dos estudos de biomateriais compativeis que auxiliam nesse

processo de reparo. O objetivo desse trabalho foi avaliar uma membrana de colageno

bovino associado a hidroxiapatita sintética (CoI.HAP-91®) e comparar por meio de
estudo microscopico e histomorfométrico a regeneracdo Ossea guiada utilizando
membranas de origens diferentes em defeitos criticos (8mm) criados em calvéria de
ratos. Foram utilizados 72 ratos Albinus Wistar divididos em 3 grupos sendo 24 para
cada grupo: grupo controle somente com coagulo; grupo que recebeu a membrana de

colageno porcina e grupo de membrana de colageno bovino associado a hidroxiapatita

sintética (CoI.HAP-91®). Os animais foram eutanasiados aos 7, 15, 30 e 60 dias pos-
operatorios. Decorrido os tempos experimentais, foram realizados o0s processos
laboratoriais e as amostras submetidas a andlise histomorfométrica. Os resultados
obtidos mostraram que a membrana de coladgeno bovino associado a hidroxiapatita
sintética possui capacidade para realizar osteoconducdo e osteopromoc¢ao no
processo de neoformacdo éssea, resultando em defeitos O0sseos praticamente

fechados em varios espécimes ao final do periodo de 60 dias.

Palavras-chave: Biomaterial. Regeneracdo. Tecido 6sseo. Membrana.



BAGGIO, A. M. P. Histomorphometric evaluation of absorbable collagen
membranes associated with hydroxyapatite for guided bone
regeneration in critical bone defects in rat calvaria. 2020. 42 f. Trabalho
de Conclusdo de Curso (Graduagcdo) — Faculdade de Odontologia,

Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2020.

ABSTRACT

The use of membranes that assist in the guided bone regeneration process (ROG) is
also an aspect of the studies of compatible biomaterials that assist in this repair
process. The objective of this work was to evaluate a bovine collagen membrane
associated with synthetic hydroxyapatite (Col.HAP-91®) and to compare guided bone
regeneration using membranes of different origins in critical defects (8mm) created by
calvaria using microscopic and histomorphometric studies. of rats. 72 Albinus Wistar
rats were used, divided into 3 groups, 24 for each group: control group with only clot;
group that received the porcine collagen membrane and group of bovine collagen
membrane associated with synthetic hydroxyapatite (Col. HAP-91®). The animals were
euthanized at 7, 15, 30 and 60 days postoperatively. After the experimental times,
laboratory procedures and samples were submitted to histomorphometric analysis.
The results obtained showed that the bovine collagen membrane associated with
synthetic hydroxyapatite has the capacity to perform osteoconduction and
osteopromotion in the bone neoformation process, resulting in bone defects that are

practically closed in several specimens at the end of the 60-day period.

Keywords: Biomaterial. Regeneration. Bone Tissue. Membrane.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - A. Acesso cirargico a calvaria. B. Defeito 6sseo de 8mm de didmetro
criado no centro da calvaria envolvendo a sutura sagital. Remocao da cortical da
regiao de calvéria 19

FIGURA 2 - Defeito critico de 8mm. A. Coagulo B. Membrana de colageno bovino
associado a HA C. Membrana de coldgeno porcino 19

FIGURA 3 - Grupo membrana de colageno bovino (COP), 7 dias, imagem panoramica.
Mostra a membrana sob a &rea de defeito 6sseo 21

FIGURA 4 - Células gigantes no centro do defeito aos 7 dias de pds-operatorio.
Aumento de 40x 21

FIGURA 5 - Granulo de hidroxiapatita no centro do defeito aos 7 dias pds-operatorio.
Aumento 40x 22

FIGURA 6 - Grupo membrana de colageno bovino (COP), 15 dias, imagem
panoramica. Mostra a membrana sob a area de defeito 6sseo 22

FIGURA 7 - A - Centro do defeito aos 15 dias de pds operatério, demonstrando
pequenas ilhas de neoformacdo 6ssea. Aumento de 6,5x. B - Ilhas 6sseas e presenca
de células gigantes. Aumento de 40x 23

FIGURA 8 - Integridade da membrana (M). Aumento 12,5x 23

FIGURA 9 - Grupo membrana de colageno bovino (COP), 30 dias, imagem
panoramica. Mostra a membrana sob a area de defeito 6sseo
24

FIGURA 10 - A - Presenca da membrana aos 30 dias pOs operatério. B — Maior
neoformacéo éssea e presenca de particulas de hidroxiapatita. Aumento de 6,5X 24

FIGURA 11 - Grupo membrana de colageno bovino (COP), 60 dias, imagem
panoramica. Mostra a membrana sob a area de defeito ésseo 25

FIGURA 12 — A, B - Presenca de tecido conjuntivo. Aumento de 12,5x. C. Presenca
de granulos de hidroxiapatita. Aumento de 25x

FIGURA 13 - Grupo membrana de colageno suino (BG), 7 dias, imagem panoramica.
Mostra a membrana sob a area de defeito 6sseo 26

FIGURA 14 - Grupo membrana de colageno suino (BG), 7 dias. (A) aumento de 6,3x:
Presenca da membrana (M) no centro do defeito (A), (B) aumento 12,5x, (C) aumento
de 25x 26

FIGURA 15 - Grupo membrana de colageno suino (BG), 15 dias, imagem panoramica.
Mostra a membrana (M) na area de defeito 60sseo. Presenca da membrana sob um
tecido conjuntivo frouxo (TC) organizado 27

FIGURA 16 - Grupo membrana de colageno porcino (BG), 15 dias. (A) aumento de



6.3x (B) aumento de 12x (C) aumento de 25x. Presenca de membrana sob um tecido
conjuntivo frouxo (TC) organizado sem aspecto de infiltrado inflamatorio 27

FIGURA 17 - Grupo membrana de colageno suino (BG), 30 dias, imagem panoramica.
Mostra a membrana sob a &rea de defeito 6sseo 28

FIGURA 18 - Grupo BG controle de 30 dias — aumento de 12,5x 28

FIGURA 19 - Corte histolégico panoramico corado em eosina e hematoxilina,
mostrando a area total do defeito com uso de Bio-Gide® em 60 dias. Aumento original

de 6,3x 29
FIGURA 20 - Grupo coagulo, 07 dias, imagem panoramica 29
FIGURA 21 - Grupo GC — Controle 7 dias. Tecido de granulagédo (TG) com algumas

fibras organizando-se de forma paralela a borda (B) do defeito e pequena
neoformacéao ostedide (TO). H.E. Objetiva Original 12,5x 30
FIGURA 22 - GC, 15 dias, imagem panoramica 30
FIGURA 23 — GC, 30 dias, imagem panoramica 31

FIGURA 24 — GC, 30 dias. Aumento de 40X. A. Coto esquerdo. B. Centro do
defeito critico. C. Coto direito 31

FIGURA 25 — GC, 60 dias, imagem panoramica 32



LISTA DE GRAFICOS

GRAFICO 1 - Area de 0sso neoformado para os grupos aos 7, 15, 30 e 60 dias 33



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

BG
BIO-GIDE® (BG)
COL.HAP-91® (COP)

COP
EDTA
e-PTFE
GC

HA

HE
PTFE
ROG
TON

Grupo membrana de colageno porcino
Membrana de colageno porcino

Membrana de colageno bovino associada a
hidroxiapatita

Grupo membrana de colageno bovino
Acido etilenodiamino tetra-acético
Politetrafluoretileno expandido

Grupo coagulo

Hidroxiapatita

Hematoxilina e eosina
Politetrafluoretileno

Regeneracao 0ssea guiada

Tecido 6sseo neoformado



1 INTRODUCAO

2 OBJETIVOS

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Delineamento do estudo
3.2 Cirurgia Experimental
3.3 Analise Histométrica

4 RESULTADOS

4.1 Analise Histolégica

4.2 Andlise Estatistica

5 DISCUSSAO

6 CONCLUSAO
REFERENCIAS

ANEXO

SUMARIO

13
16
17
17
17
20
21
21
32
34
37
38
41



13

1 INTRODUCAO

Com a finalidade de superar algumas deficiéncias associadas ao uso de
enxertos autdgenos, as atividades de pesquisa tém se voltado ao desenvolvimento de
técnicas e biomateriais alternativos. Estudos documentam que por meio de
membranas é possivel selecionar o tipo celular do tecido mais indicado para repopular
determinada ferida cirurgica (ACEVEDO-ANDRADE et al., 2004; CAFESSE et al.,
1988; IMBROMITO; CHAVEZ; TODESCAN, 2001).

Um dos primeiros estudos realizados para observar a capacidade de
selecdo celular foi feita por Dahlin et al. (1990). Eles avaliaram o potencial de
regeneracdo Ossea utilizando membranas em defeitos previamente criados e
preenchidos por tecido conjuntivo fibroso. Para isso foram criados defeitos em
mandibulas de ratos permitindo que a cicatrizacdo ocorresse normalmente por 12
semanas, quando se verificou que os defeitos estavam preenchidos por tecido
conjuntivo fibroso. Tal tecido foi removido e os defeitos foram recobertos com
membranas. ApGs seis semanas, todos os defeitos estavam preenchidos por tecido
0sseo. Esse processo de regeneracdo apenas de tecido ésseo, passou a ser
denominado regeneracédo 6ssea guiada (ROG) (DAHLIN et al., 1990).

Portanto, a técnica denominada Regeneracdo Ossea Guiada (ROG), se
baseia no conceito de osteopromocado e é caracterizada pelo uso de meios fisicos
para promover um selamento de um local anatdbmico. Esse selamento serve para
prevenir que outros tecidos, principalmente o tecido conjuntivo, invadam a regido uma
vez que sua formacdo é mais rapida que a do tecido 0Osseo, interferindo na
osteogénese. Portanto, a ROG também auxilia no direcionamento da formacao 6ssea
(ANDRADE-ACEVEDO et al., 2004).

A literatura mostra que certos tecidos no interior do organismo possuem
potencial biolégico para regeneracdo, sempre que exista um ambiente adequado
durante a cicatrizacdo (SCHENK et al., 1994). As principais indica¢cées do uso das
membranas biolégicas em processos de ROG séo: correcdo de rebordos edéntulos
ou defeitos residuais (CORTELLINI; PINI PRATO; TONETTI, 1993); alvéolos apos
exodontias (WILSON; WEBER, 1993); deiscéncias e fenestragfes apos colocacao de

implantes mediatos e imediatos (BECKER et al.,1994).
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Para neoformacdo Ossea ser completa pela ROG, devem existir as
seguintes condic¢des: fonte de células osteogénicas (0sso viavel adjacente ao defeito);
fonte adequada de vascularizacao; o local da ferida deve permanecer mecanicamente
estavel durante a cicatrizacdo, ja que os micromovimentos poderao influenciar no
tecido a ser formado deve existir um espaco apropriado entre a membrana e a
superficie 6ssea, impedindo o colapso deste espaco, permitindo que seja preenchido
por um coagulo sanguineo, sendo este espaco critico, jA que nele as células
osteogénicas irdo se multiplicar. As membranas devem possuir propriedades de
permeabilidade que permita a difusdo de plasma e nutrientes, porém ndo a passagem
de células ndo osteogénicas; biocompatibilidade da membrana; proteger a delicada
rede vascular durante a organizacdo do coagulo (PHILLIPS; RAHN, 1988). Além
disso, este biomaterial deve resistir a pressdo dos tecidos adjacentes e forcas

externas.

Uma membrana deve ter rigidez suficiente (memoria), para criar o espago,
entretanto deve também adaptar-se ao contorno 6sseo. Quanto melhor a adaptacéo
da membrana, mais completa sera a regeneracdo (BUSER et al.,1990). Segundo
Andrade-Acevedo et al. (2004) os problemas mais frequentemente associados a ROG
e uso de membranas sao: colapso total ou parcial da membrana; exposicdo da
membrana por deiscéncia do tecido mole (infeccdo local); baixo nivel de habilidade

técnica do profissional.

As membranas séo classificadas em absorviveis e ndo absorviveis, sendo
esta Ultima em especias as membranas de e-PTFE as primeiras membranas mais
utilizadas e estudadas para ROG (BECKER et al., 1994). Contudo, por necessitarem
de uma segunda cirurgia subsequente para remové-las e por estarem frequentemente
associadas a exposi¢ao, o que consequentemente arriscava o sucesso clinico, iniciou-

se pesquisas com membranas absorviveis (SCHMITZ et al., 2000).

As membranas absorviveis devem sofrer reabsorcdo e degradacao
macromolecular por meio da associacdo de hidrélise e degradagdo enzimatica,
processo que ocorre na presenca de enzimas como a fosfatase acida e colagenase.
A bioreabsorcéo requer total eliminacdo dos produtos da degradacdo sem efeitos
residuais locais (MINABE et al., 2001). Estas membranas foram criadas no intuito de

eliminar um segundo tempo cirdrgico. Além disso, esses biomateriais tém sido alvo de
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intensa investigacgao.

As membranas de colageno absorvivel dominam os procedimentos de
ROG na pratica clinica atualmente e a sua utilizagcéo tornou-se tratamento padréo para
ROG e apresenta varias vantagens em comparagcdo com as membranas nao
absorviveis: estabiliza a ferida, permite vascularizacdo precoce, atrai os fibroblastos
através da quimiotaxia e sdo semipermedaveis, 0 que facilita a transferéncia dos
elementos nutritivos. Devido a propriedade hidrofilica da membrana, facilita a técnica
cirdrgica e sua estabilizacao sobre o enxerto, além de n&do necessitar de cirurgia para
remocao (ANDRADE-ACEVEDO et al., 2004; BOSTMAN, 1991; TRENTIN; SHIBLIN,
2004).

Uma das mais utilizadas e documentadas membranas de colageno, é
derivada de suinos e n&o reticulada (Bio-Gide®, Geistlich, Wohlhusen, Suiga). As
caracteristicas de hidrofilia e maleabilidade desta membrana a tornam facil de ser
adaptada sobre o enxerto e, quando colocada em dupla camada, ocorre uma melhor
estabilizacado, dispensando assim a utilizacdo de tachinhas ou parafusos para fixacao,
além disso quando expostas ndo causam infec¢do local porque os tecidos moles
geralmente cicatrizam por segunda intencédo (BUSER, 2010; CAFFESSE et al., 1988).
A associacdo de membranas com materiais osteocondutores também é uma vertente
de inUmeras pesquisas, em especial com a hidroxiapatita (ARMENTANO et al.,2010;
CUI et al., 2010; NIRMALA et al., 2010; WUTTICHAROENMONGKOL; PAVASANT,
SUPAPHOL, 2007). Esta ceramica possui propriedades semelhantes ao tecido
mineral do osso e dentes humanos incrementado a composicdo das membranas
(FOOK et al., 2010). A Col.Hap-91° (JHS, Biomateriais Sabara, Minas Gerais, Brasil),
€ uma membrana xendgena bovina composta por 25% de colageno e 75% de
hidroxiapatita, sendo a principio biocompativel e absorvivel (ONO et al., 2000). Os
poros de sua estrutura auxiliam na formacdo 0ssea de modo que atua como uma
barreira impedindo o crescimento do tecido fibroso indesejado e auxiliando na

estabilidade do material enxertado.
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2 OBJETIVOS

A proposta deste trabalho é avaliar o pontencial de osteopromocéo de uma
membrana de colageno bovino associada a hidroxiapatita sintética (Col.Hap-91)
durante o processo de reparo de defeitos 6sseos criticos em calvarias de ratos aos 7,
15, 30 e 60 dias por meio da analise histomorfométrica.
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3 MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica Animal, protocolo: FOA
n: 01062-2017 (Anexo).

3.1 Delineamento do estudo

Para o desenvolvimento deste trabalho, foi utilizado um total de 72 ratos
(Rattus novergicus albinus, Wistar), machos, adultos (3 a 4 meses), com
aproximadamente 200g a 300g, os quais foram divididos em 3 grupos (n=6 por grupo),
submetidos a eutanasia em quatro momentos do experimento, aos 7, 15, 30 e 60 dias
apos a cirurgia. Estes animais foram mantidos em gaiolas, e alimentados com racéo
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 Aracatuba - UNESP.

Sendo assim, em cada animal foi realizado um defeito 6sseo critico na

calvaria (8mm), como discriminado a seguir:

* Grupo Experimental (Col.Hap-91® JHS, Biomateriais Sabara, Minas Gerais, Brasil
- COP) — n=24: O defeito 6sseo critico foi preenchido com coagulo sanguineo e sobre
o defeito colocado uma membrana de hidroxiapatita sintética associada ao colageno.
e Grupo Controle Positivo (Bio-Gide® Geistlich Wolhusen, Switzerland - BG) — n=
24: O defeito 6sseo critico foi preenchido com coagulo sanguineo e sobre o defeito
colocado uma membrana de colageno porcino.

e Grupo Controle Negativo (Coagulo - GC) — n= 24: O defeito 6sseo critico foi

preenchido com coagulo sanguineo sem o recobrimento do defeito.

Em cada um dos 3 grupos, 6 ratos foram submetidos a eutanasia em cada periodo

para a analise (7, 15, 30 e 60 dias ap0s a cirurgia).

3.2 Cirurgia Experimental
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Os animais foram mantidos em jejum pré-operatério de doze horas e
submetidos a sedacdo por meio da administracao via intramuscular, com Cloridrato
de Ketamina associado a Xilazina, na dosagem de 70 mg/Kg e 30 mg/Kg,
respectivamente. Foi adotado um rigoroso protocolo asséptico, incluindo a
esterilizacdo do instrumental utilizado, delimitagdo da &rea a ser operada com campos
estéreis, uso de aventais e luvas cirlrgicas estéreis. Todos os procedimentos
cirargicos foram realizados na sala cirdrgica do Biotério da Faculdade de Odontologia
de Aracatuba — UNESP. Em seguida foi realizada a tricotomia na regido da calvaria,
antissepsia com Polivinil Pirrolidona lodo Degermante (PVPI 10%), associado ao PVPI

topico e aposicdo de campos estéreis.

Foi realizada incisdéo em “V” no sentido occipito-frontal de
aproximadamente 2 (dois) cm, com lamina n°15 montada em cabo de bisturin® 3 e o
descolamento total do retalho com descolador tipo Molt. Em seguida com auxilio de
broca trefina de 7 mm de diametro interno acoplada em baixa-rotacado sob irrigacao
abundante com solucdo de cloreto de sodio 0,9%, foi confeccionado um defeito
cirargico critico de 8mm de diametro na porcao central da calvaria envolvendo a sutura
sagital, mantendo-se a integridade da dura-mater (Figura 1). De acordo com 0s
tratamentos propostos os defeitos foram preenchidos somente com coagulo
sanguineo (Grupo Controle Negativo - n = 24) e os demais grupos preenchidos com
coagulo sanguineo e sobre o defeito colocado uma membrana de colageno associada
com hidroxiapatita (Grupo Experimental 1 Col.Hap-91®- n=24) e o Grupo Controle
Positivo foi recoberto por uma membrana de colageno porcino (Grupo Bio-Gide® -
n=24) (Figura 2). Finalizando o procedimento, os tecidos moles foram cuidadosamente
reposicionados e suturados em planos empregando-se fio reabsorvivel (acido
polilatico — Vycril 4.0) no plano profundo e fio monofilamentar (Nylon 5.0), com pontos

interrompidos no plano mais externo.

No pés-operatério imediato cada animal recebeu dose Unica intramuscular
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de 0,2 ml de Penicilina G-benzatina (Pentabiotico). Os animais foram mantidos em

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

FIGURA 1 - A. Acesso cirurgico a calvaria. B. Defeito 6sseo de 8mm de diametro criado
no centro da calvaria envolvendo a sutura sagital. Remocéo da cortical da regido de
calvaria

Fonte: Autor, 2020

FIGURA 2 - Defeito critico de 8mm. A. Coagulo B. Membrana de colageno bovina
associado a HA C. Membrana de coladgeno porcino

Geistlich

Bio-Gide

Fonte: Autor, 2020

Os animais foram submetidos a eutanasia nos periodos de 7, 15, 30 e 60
dias pds-operatorios por meio de dose excessiva de anestésico.
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As calvérias dos ratos foram removidas e fixadas em solugdo 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 0sseos. As pegas obtidas foram incluidas em
parafina separadamente e receberam cortes de 6uym de espessura e foram montadas
em laminas. As laminas foram separadas para a coloracdo em hematoxilina e eosina
(HE).

Previamente a realizacdo da analise histométrica as amostras foram
codificadas de maneira que somente o orientador conhecia quais grupos pertenciam.
Um anico examinador realizou as analises e 0 mesmo desconhecia o respectivo grupo

da seccao.

3.3 Anélise Histométrica

Para a realizacdo da andlise histolégica, apds as laminas serem coradas
com HE (Merck & Co., Inc.) as mensuragbes foram realizadas utilizando um
microscopio optico acoplado a uma camera de captacdo de imagem e conectado a
um microcomputador com um software analisador de imagens digitalizadas ImageJ
2000 (Software de Processamento e Analise de Imagens, Ontario, Canada). As
imagens digitalizadas foram gravadas em arquivos JPEG para serem posteriormente
analisadas e projetadas na tela de um monitor Samsung (SyncMaster 3Ne, 15
polegadas).

Para a analise estatistica, inicialmente os dados foram submetidos ao teste de
normalidade (Shapiro- Wilk), o qual identificou se tratar de dados homogéneos
(p>0,05). Assim, o teste ANOVA 2 fatores foi aplicado para as interagdes “Grupo
experimental versus periodos”. Todas as interagcbes mostraram alteragcbes
significantes estatisticamente (p<0,05). Adicionalmente, para a identificacdo precisa
das alteragOes estatisticas, o pés-teste Holm-Sidak foi aplicado, em que para todos os
testes, o nivel de significancia de 5% foi considerado. Todos os testes foram realizados
no programa estatistico SigmaPlot 12.0 (Exakt Graphs and Data Analysis, San Jose,
CA, USA).
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4 RESULTADOS

4.1 Analise Histologica
GRUPO EXPERIMENTAL (COL.HAP91®)

7 DIAS - Observou-se presenca de alguns granulos de hidroxiapatita (Figura 3) por
vezes no meio da membrana e outras vezes no meio do tecido de granulagdo. Um
tecido infiltrado inflamatorio mais intenso em algumas laminas e um tecido conjuntivo
frouxo ricamente vascularizado com muitas células gigantes (Figura 4). Notou-se
discreta orientacdo das fibras colagenas numa possivel tentativa de organizacdo
destas. Também foi possivel notar a presenca de particulas de hidroxiapatita (Figura
5).

FIGURA 3 - Grupo membrana de colageno bovino (COP), 7 dias, imagem panoramica.
Mostra a membrana sob a area de defeito 6sseo

Fonte: Autor, 2020

FIGURA 4 - Células gigantes no centro do defeito aos 7 dias de pés-operatdrio. Aumento
de 40x

Fonte: Autor, 2020
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FIGURA 5 - Granulo de hidroxiapatita no centro do defeito aos 7 dias pés-operatorio.
Aumento 40x

Fonte: Autor, 2020

15 DIAS - Nota-se a presenca de um tecido conjuntivo denso organizado
evidenciando um maior direcionamento das fibras coldgenas (Figura 6). Ha uma
diminuicdo da reacdo inflamatéria com presenca de células gigantes, fagocitando os
granulos de HA e a presenca de ilhas de neoformacédo 6ssea ha regido central (Figura
7) e também a partir dos cotos do defeito. Ainda é possivel observar a integridade da
membrana (Figura 7) e em algumas laminas a presenca de granulos de hidroxiapatita
gque compdem o biomaterial no interior do conjuntivo, com infiltracdo dos granulos

demonstrando sua porosidade.

FIGURA 6 - Grupo membrana de colageno bovino (COP), 15 dias, imagem panoramica.
Mostra a membrana sob a area de defeito 6sseo

Fonte: Autor, 2020
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FIGURA 7 - A - Centro do defeito aos 15 dias de pOs operatdrio, demonstrando pequenas
ilhas de neoformacdo 6ssea. Aumento de 6,5x. B - llhas 6sseas e presenca de células
gigantes. Aumento de 40x

FIGURA 8 - Integridade da membrana (M). Aumento 12,5x

Fonte: Autor, 2020

30 DIAS - E possivel constatar o processo de degradacdo da membrana em alguns
espécimes, em outros, porém, nota-se a presenca da membrana quase integra. Ha
presenca de tecido conjuntivo fibroso organizado, intercalado com maior neoformacéo
O0ssea e pequenas particulas de granulos de hidroxiapatita envolvidos por
neoformacédo 6ssea (Figura 09, 10). O centro do defeito ainda ndo fechado.
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FIGURA 9 - Grupo membrana de coladgeno bovino (COP), 30 dias, imagem panoramica.
Mostra a membrana sob a area de defeito 6sseo

Fonte: Autor, 2020

FIGURA 10 - A - Presenca da membrana aos 30 dias p0s operatorio. B — Maior
neoformacgao 6ssea e presenca de particulas de hidroxiapatita. Aumento de 6,5X

Fonte: Autor, 2020

60 DIAS - Alguns espécimes tiveram o defeito preenchido por neoformacéo 6ssea,
outros quase fechados, notando-se a presenca de peridsteo (Figura 11). E possivel
observar ainda a presenca de fragmentos da membrana e dos granulos de
hidroxiapatita (Figura 12).
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FIGURA 11 - Grupo membrana de colageno bovino (COP), 60 dias, imagem panoramica.
Mostra a membrana sob a area de defeito 6sseo

Fonte: Autor, 2020

FIGURA 12 - A, B - Presenca de tecido conjuntivo. Aumento de 12,5x. C — Presenca de
granulos de hidroxiapatita. Aumento de 25x

Fonte: Autor, 2020
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GRUPO CONTROLE POSITIVO (BIO-GIDE®)

7 DIAS - Pode-se observar na imagem panoramica (Figura 13) a presenca da
membrana de colageno porcino em toda a extensao do defeito 6sseo. No aumento de
6.3x (Figura 14 A) nota-se a presenca de tecido de granulacdo bem organizado e nos
aumentos de 12,5 e 25x (Figura 14, B e C) verifica-se que esse tecido de granulacédo é
altamente vascularizado, sem infiltrado inflamatorio, e € possivel observar inicio de
neoformacgédo 6ssea proximo aos cotos. Também é possivel observar células gigantes
indicando fagocitose da membrana, com inicio de neoformacéo 6ssea no centro do

defeito.

FIGURA 13 - Grupo membrana de colageno suino (BG), 7 dias, imagem panoramica.
Mostra a membrana sob a area de defeito 6sseo

Fonte: Autor, 2020

FIGURA 14 - Grupo membrana de colageno suino (BG), 7 dias. (A) aumento de 6.3x:
Presenca da membrana (M) no centro do defeito (A), (B) aumento 12.5x, (C) aumento de
25x

Fonte: Autor, 2020
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15 DIAS: Na imagem panoramica observa-se a presen¢ca da membrana integra que
recobre toda &rea do defeito 6sseo (Figura 15). Nas analises com maior magnitude
(6.3,12.5 e 25x), pode-se observar um tecido conjuntivo frouxo sem infiltrado
inflamatorio significativo, ainda bem vascularizado e éareas de tecido 06sseo
neoformado a partir do coto, com presenca de tecido ostedide no centro do defeito
(Figura 16 A, B e C).

FIGURA 15 - Grupo membrana de colageno suino (BG), 15 dias, imagem panoramica.
Mostra a membrana na area de defeito 6sseo. Presengca da membrana sob um tecido
conjuntivo frouxo organizado

Fonte: Autor, 2020

FIGURA 16 - Grupo membrana de colageno porcino (BG), 15 dias. (A) aumento de 6.3x (B)
aumento de 12x (C) aumento de 25x. Presenca de membrana (M) sob um tecido conjuntivo
frouxo (TC) organizado sem aspecto de infiltrado inflamatério

Fonte: Autor, 2020
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30 DIAS: Verifica-se uma grande quantidade de tecido 6sseo neoformado entremeado
por fragmentos da membrana de colageno porcino (Bio-Gide® - Geistlich Wolhusen,
Switzerland) (Figura 17). Na observacdo das laminas nota-se a presenca de
neoformacgéo 6ssea a partir dos cotos 6sseos e 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 (Figura 18).

FIGURA 17 - Grupo membrana de colageno suino (BG), 30 dias, imagem panoramica.
Mostra a membrana sob a area de defeito 6sseo

Fonte: Autor, 2020

FIGURA 18 - Grupo BG controle de 30 dias —aumento de 12,5x

Fonte: Autor, 2020

60 DIAS: Ha imagens da neoformacéo 0ssea tanto no coto esquerdo quanto no coto
direito como no 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
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remanescente, tecido conjuntivo fibroso bem organizado (Figura 19).

FIGURA 19 - Corte histol6gico panoramico corado em eosina e hematoxilina, mostrando
a areatotal do defeito com uso de Bio-Gide® em 60 dias. Aumento original de 6,3x

Fonte: Autor, 2020

GRUPO CONTROLE NEGATIVO (COAGULO)

7 DIAS - A citoarquitetura das secc¢des microscépicas aos 7 dias para os defeitos sem
membrana mostrou hipervascularizacdo no tecido ésseo neoformado (TON) e
presenca de atividade fibroblastica. Verificou-se na borda do defeito 6ésseo, indo em
direcdo ao centro da ferida, neoformacdo éssea, com tecido 0sseo primario e
aleatoriamente distribuido, ricamente celularizado por ostedcitos e recoberto em suas
superficies por osteoblastos. O inicio da neoformacgéo 6ssea somente foi notada nos
cotos da ferida cirdrgica, sendo ausente na regiao central, com abundéancia de tecido
de granulagdo jovem, contendo macrofagos, neoformacdo vascular, fibroblasto e

pouca matriz extracelular preenchendo a regiao central da ferida. (Figura 20, 21).

FIGURA 20 - Grupo GC, 07 dias, imagem panoramica
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Fonte: Autor, 2020

FIGURA 21 - Grupo GC - Controle 7 dias. Tecido de granulagédo (TG) com algumas fibras
organizando-se de forma paralela a borda (B) do defeito e pequena neoformacéo
ostedide (TO). H.E. Objetiva Original 12,5x

Fonte: Autor, 2020

15 DIAS: A neoformacgéo 6ssea continua apenas nos cotos da ferida cirargica, com
tecido 6sseo primario, sendo ausente na regido central, que esté preenchida por tecido

conjuntivo. (Figura 22).

FIGURA 22 — GC, 15 dias, imagem panoramica

Fonte: Autor, 2020
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30 DIAS — No periodo de 30 dias (Figura 23), o GC apresentou uma &rea 0ssea
neoformada maior préximo aos cotos do defeito. O espagco entre estes estava

preenchido por um tecido conjuntivo.

FIGURA 23 - GC, 30 dias, imagem panoramica

Fonte: Autor, 2020

Foi possivel observar, em maior aumento, indicados pela seta, a area de
osteotomia com os cotos 6sseos esquerdo (Figura 24A) e direito (Figura 24C) com
discreta neoformagéo 6ssea em suas margens, e o centro do defeito critico preenchido

por tecido conjuntivo fibroso (Figura 24B).

FIGURA 24 — GC, 30 dias. Aumento de 40X. A. Coto esquerdo. B. Centro do defeito
critico. C. Coto direito

Fonte: Autor, 2020
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60 DIAS - O osso neoformado pareceu mais maduro do que os de 30 dias, contudo,
desconsiderou-se a sua analise histoldgica por falhas no processamento daslaminas

do grupo de 60 dias (Figura 25).

FIGURA 25 - GC 60 dias, imagem panoramica

Fonte: Autor, 2020

4.2 Analise Estatistica

Na avaliacdo histométrica da evolucdo cronolégica do reparo 6sseo (analise
intragrupos), o grupo controle positivo (BioGide®) apresentou maior area de
neoformacdo 6ssea em todos os periodos em comparagdo aos grupos experimental
(Col.Hap-91®) e controle negativo (coagulo) (p<0,05).

Nos periodos de 7 e 15 dias entre os 3 grupos houve similaridade estatistica na
neoformacéo éssea. As diferencas estatisticas apareceram na comparacdo entre
grupos no periodo de 30 dias, onde o grupo controle positivo (BioGide®) despontou
como melhor resultado. Aos 60 dias pos-operatério o grupo experimental (Col.Hap-
91®) obteve neoformacéo similar ao grupo controle positivo, sem diferenca estatistica,
enquanto o grupo controle negativo (coagulo) apresentou os menores resultados para

este periodo.
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GRAFICO 1 - Area de Osso neoformado para os grupos aos 7, 15, 30 e 60 dias.
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Fonte: Autor, 2020
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5 DISCUSSAO

Membranas absorviveis vém sendo cada vez mais utilizadas como barreira
fisica na técnica da Regeneracdo Ossea Guiada (ROG), principalmente por ndo
necessitarem de um segundo tempo cirargico (BUSER, 2010; SILVA; OLIVEIRA,;
SOUZA, 2014). E necessario que todas as membranas utilizadas em ROG
apresentem alta biocompatibilidade e exercam sua fucdo de barreira evitando o
colapso, protegendo o coagulo sanguineo de ser movido e permitindo que células
osteoprogenitoras exercam suas atividades (QUESADA; BRENNER; FELTRACO,
2011; ROTHAMEL et al., 2005; SILVA; OLIVEIRA; SOUZA, 2014). A hidroxiapatita e
o coldgeno sao alguns dos varios materiais que vém recebendo atencao especial em
diversas pesquisas na busca dos materiais ideais para a osteoconducao,
biocompatibilidade e resisténcia biomecéanica durante o processo de reparo dos
defeitos 6sseos (SHIRANE et al., 2010).

No presente estudo foram confeccionados defeitos criticos de 8 mm de
didametro em calvarias de ratos, sobre os quais foram utilizadas as membranas de
colageno porcina (Bio-Gide®), a membrana de hidroxiapatita sintética associada ao
colageno bovino (Col.HAP-91®) e um grupo controle somente com coagulo
sanguineo. Os resultados obtidos demonstraram que 0s espécimes em que foi
utiizada a membrana de coldgeno porcina (Bio-Gide®) obtiveram uma grande
guantidade de tecido 6sseo neoformado em 30 dias. Aos 60 dias verificou-se tecido
0sseo neoformado preenchendo praticamente toda a cavidade e a presenca de

membrana remanescente em fragmentos.

Nos espécimes que receberam a membrana de hidroxiapatita sintética
associada ao colageno bovino (Col.HAP-91®) verificou-se em 30 dias que alguns
espécimes apresentaram degradacdo da membrana, outros porém, apresentavam a
membrana quase integra. Nota-se a presenca de tecido conjuntivo fibroso organizado
e intercalado com neoformacdo é6ssea e pequenas particulas de granulos de
hidroxiapatita envolvidos por neoformacdo 0ssea (menor quando comparada com a
Bio-Gide®). Ja em 60 dias alguns espécimes tiveram o defeito todo preenchido por
tecido 6sseo e outros quase fechados, observando-se a presenca de periésteo,
fragmentos da membrana e granulos de hidroxiapatita, demonstrando ativo processo

de remodelacao 6ssea. Em seu estudo, Brunel et al. (2001) submeteram 14 pacientes



35

a procedimentos de ROG com membrana de colageno e enxerto de hidroxiapatita e
apos 8 meses, também encontraram importante quantidade de granulos residuais de
hidroxiapatita, além de ativa reabsorcéo 6ssea e ostedcitos, o que garantiu bons
resultados (QUESADA; BRENNER; FELTRACO, 2011).

A hidroxiapatita tem boa condutibilidade 6ssea (NANDI et al., 2008), a qual
influencia na sua velocidade de reabsorcdo, sendo regulada principalmente pela
porosidade do material. O contato direto e estavel da hidroxiapatita com 0 0sso
estimula a osteogénese e, portanto, a sua osteointegracao (SHIRANE et al., 2010). O
grau de reabsorcdo e o tempo que a membrana permanecera no organismo
cumprindo a funcéo de barreira para a ROG séo fatores extremamente importantes
(SILVA; OLIVEIRA; SOUZA, 2014). Em nosso estudo nota-se que a presenca da
hidroxiapatita na membrana Col.HAP-91®, n&o alterou a biocompatibilidade e n&o
induziu nenhuma reacdo inflamatéria importante que pudesse interferir na
osteopromocdo, mas sim contribuiu para o processo de ROG, pois ao redor dos

granulos pudemos observar a presenca de tecido 6sseo neoformado.

Membranas absorviveis tém obtido resultados satisfatorios (DUPOIRIEUX
et al.,, 2001) e as membranas de coladgeno vém sendo cada vez mais utilizadas por
serem biocompativeis, absorviveis e por permitirem colonizacdo por células
osteogénicas (SILVA; OLIVEIRA; SOUZA, 2014). Esses resultados positivos podem
estar associados com as particularidades do colageno, um polimero natural, que
permite a facil manipulacdo das membranas e consequente facilidade de adaptagéo
desta no defeito, além de funcdo hemostatica, semipermeabilidade permitindo a
passagem de nutrientes, quimiotaxia por fibroblastos quando ha reacéo inflamatéria e
alta resisténcia e estabilidade que o habilita como um bom material para ROG, tendo
a sua eficiéncia comprovada como barreira em varios estudos (QUESADA,
BRENNER; FELTRACO, 2011; SHIRANE et al., 2010; SILVA; OLIVEIRA; SOUZA,
2014; ZITMANN; NAF; SCHARER, 1997).

As membranas absorviveis provenientes do colageno representam um
avanco da implantodontia. Tanto a membrana Bio-Gide® como a Col.HAP-91®,
apresentaram resultados similares quanto a neoformacéo 6ssea aos 7 e 15 dias pos
operatorio. Aos 30 dias a membrana Bio-Gide® apresentou um salto de neoformacéo

0ssea maior quando comparada a Col.HAP-91®, entretanto aos 60 dias foi possivel



36

constatar que ambas apresentaram resultados satisfatorios, cumprindo seu papel de
barreira mecénica e consequentemente favorecendo a eficicia da regeneracédo 6ssea

guiada.

Entretanto, a presenca de granulos de hidroxiapatita na sua composicao
permitiu que parte desses granulos ficassem no interior do coagulo e/ou tecido de
granulacdo, o que em Uultima analise também funcionou como um material
osteocondutor nesse processo de neoformacgéo 6ssea ao final do periodo de 60 dias,

permitindo observar um defeito 6sseo praticamente fechado em muitos espécimes.

Desta forma, podemos verificar que essa membrana realizou duas funcdes
nesse processo de regeneracdo 0ssea: osteopromocao quando protegeu o defeito no
seu papel de barreira fisica e de osteoconducédo devido a presenca dos granulos de
HA que auxiliaram na neoformacao 6ssea ao redor dos granulos no interior do tecido

de granulagao.
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6 CONCLUSAO

Por meio dos resultados obtidos neste trabalho, concluimos que a
membrana de colageno bovino associada a hidroxiapatita (Col. HAP-91®) cumpriu sua
funcdo de barreira promovendo a ROG em defeitos 0sseos criticos em calvarias de
ratos.
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CERTIFICADO
Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Analise histolégica,
histométrica, imunoistoquimica e micro-CT da osteopromogdo em defeitos
criticos em calvaria de ratos com membrana de colageno bovino e membrana
de colageno porcino”, Processo FOA n°® 01062-2017, sob responsabilidade de Ana
Paula Farnezi Bassi apresenta um protocolo experimental de acordo com os
Principios Eticos da Experimentagao Animal e sua execucao foi aprovada pela
CEUA em 12 de Dezembro de 2017.
VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 01 de Fevereiro de 2020.
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immunohistochemical and micro-CT analysis of osteopromotion in critical
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Paula Farnezi Bassi presents an experimental protocol .in accordance with the
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