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TAVARES, P. M. H. Osteopromog¢ao com uso de membranas de latex
incorporadas com beta-tricalcio fosfato nas escalas micrométrica e nanométrica
em defeitos criticos em calvaria de coelhos. 2023. 48 f. Dissertacado (Mestrado) —
Faculdade de Odontologia de Aragatuba, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba,
2023.

RESUMO

A incorporagao de beta-tricalcio fosfato (3-TCP) a membrana de latex representa um
avango no desenvolvimento de biomateriais que podem ser empregados na
regeneragao 0ssea guiada. O objetivo deste trabalho foi avaliar o processo de reparo
0sseo em defeitos criticos tratados com membrana de latex e membrana de latex
incorporada com B-TCP nas escalas micrométricas e nanométricas. Foram utilizados
trinta e seis coelhos (Nova Zelédndia) e criou-se 4 defeitos criticos de 8 mm de didmetro
na calvaria de cada animal que foram separados em 4 grupos de acordo com a
terapéutica empregada: coagulo sanguineo (GC), membrana de latex (ML),
membrana de latex + B-TCP microparticulas (ML+Micro), membrana de latex + 3-TCP
nanoparticulas (ML+Nano). A eutanasia ocorreu em 2, 4 e 8 semanas poés-cirurgia. No
estudo dos tecidos mineralizados, realizou-se analise microtomografica e
histométrica, e nos tecidos desmineralizados, realizou-se analise histologica
qualitativa e quantitativa. Na analise microtomografica, a porcentagem de volume
0sseo (BV/TV) em 4 semanas foi maior para ML+micro (7,02%) e ML+nano (5,77%)
em comparagao a GC (2,83%) (p < 0,001; p =0.018) e ML (4,29%) (p = 0.032), e em
8 semanas, GC (2.25%) apresentou menor valor de BV/TV quando comparado a ML,
ML+micro e ML+nano (6,68, 6,79, 7.01%) (p < 0,001). Nos tecidos desmineralizados,
o Grupo ML+Nano evidenciou maior percentual de area de osso neoformado nos 3
periodos de avaliagédo (14,8%) (15,5%) (21,8%), com diferenca estatistica entre
ML+Nano (14,8 + 5,64) e GC (4,3 + 1,36) (p=0,002), ML+Nano (14,8 + 5,64) e ML (6,8
1 3,59) (p=0,029) em 2 semanas, ML+Nano (15,5 £ 4,79) e GC (8,1 £ 2,08) (p=0,049)
em 4 semanas, e ML+Nano (21,8 + 5,89) e ML+Micro (14,2 = 2,44) (p=0,044) em 8
semanas. A incorporacao de 3 -TCP nas escalas micro e nanométrica as membranas

de latex proporcionou maiores niveis de neoformacgao 6ssea na periferia dos defeitos.

Palavras-chave: Regeneracdo Ossea. Materiais Biocompativeis. Hevea.

Membranas. Latex.



TAVARES, P. M. H. Osteopromotion using latex membranes incorporated with
beta-tricalcium phosphate at micrometric and nanometric scales in critical
defects in rabbit calvaria. 2023. 48 f. Dissertagcdo (Mestrado) — Faculdade de
Odontologia de Aragatuba, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2023.

ABSTRACT

The incorporation of beta-tricalcium phosphate (B-TCP) to the latex membrane
represents na advance in the development of biomaterials that can be used in guided
bone regeneration. The aim of this study was to evaluate the bone repair process in
critical defects treated with latex membrane and latex membrane incorporated with (3-
TCP in the micrometric and nanometric scales. Thirty-six rabbits (New Zealand) were
used and 4 critical defects of 8 mm in diameter were created in the calvaria of each
animal and separated into 4 groups according to the therapy used: blood clot (GC),
latex membrane (ML), latex membrane + B-TCP microparticles (ML+Micro), latex
membrane + B-TCP nanoparticles (ML+Nano). Euthanasia occurred at 2, 4, and 8
weeks post-surgery. In the study of mineralized tissues, a microtomographic and
histometric analysis was performed, and in the demineralized tissues, a qualitative and
quantitative histological analysis was performed. In the microtomographic analysis, the
percentage of bone volume (BV/TV) at 4 weeks was higher for ML+micro (7.02%) and
ML+nano (5.77%) compared to GC (2.83%) (p <0.001; p = 0.018) and ML (4.29%) (p
= 0.032), and at 8 weeks, GC (2.25%) had a lower BV/TV value when compared to
ML, ML+micro and ML+ nano (6.68, 6.79, 7.01%) (p < 0.001). In demineralized tissues,
the ML+Nano Group showed a higher percentage of neoformed bone area in the 3
evaluation periods (14.8%) (15.5%) (21.8%), with a statistical difference between
ML+Nano (14 .8 + 5.64) and GC (4.3 + 1.36) (p=0.002), ML+Nano (14.8 + 5.64) and
ML (6.8 = 3.59) (p= 0.029) at 2 weeks, ML+Nano (15.5 + 4.79) and GC (8.1 + 2.08)
(p=0.049) at 4 weeks, and ML+Nano (21.8 + 5.89 ) and ML+Micro (14.2 + 2.44)
(p=0.044) at 8 weeks. The incorporation of $ -TCP in the micro and nanometric scales
to the latex membranes provided higher levels of bone neoformation in the periphery

of the defects.

Keywords: Bone Regeneration. Biocompatible Materials. Hevea. Membranes. Latex.
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18

1 INTRODUGAO

O reparo de defeitos 6sseos representa um grande desafio cirurgico para os
profissionais da area da saude, especialmente em casos de grandes falhas, onde sua
capacidade regenerativa fisiologica é excedida (BOSCH; MELSEN; VARGERVIK,
1998; BURG; PORTER; KELLAM, 2000; CARLISLE et al., 2019; GOTZ; WARNKE;
KOLK, 2015; PORTO et al., 2012; VAJGEL et al., 2014). O desenvolvimento de
biomateriais capazes de auxiliar na recuperagao dos tecidos humanos lesados tem
sido alvo de muitos estudos no ambito das cirurgias reconstrutivas (RODRIGUEZ-
CHANFRAU, 2020; RODRIGUEZ-CHANFRAU et al., 2020).

O tecido 6sseo € um tipo de tecido conjuntivo que tem um alto potencial para
reparar sua estrutura lesada, entretanto, depende diretamente de uma adequada
vascularizacdo, estabilidade mecanica e competicdo com tecidos de alta atividade
proliferativa (LI et al., 2015; SCHENK et al., 1994). Em alguns casos os danos no
tecido 6sseo podem levar um tempo maior para concluir o reparo ou até mesmo nao
serem reparados normalmente pelo organismo, havendo a necessidade de se utilizar
diversas técnicas cirurgicas na tentativa de otimizar o reparo da falha éssea, como
nos casos de defeitos Gsseos extensos, os quais ndao tem a capacidade de se
repararem espontaneamente, podendo causar uma sequela temporaria ou definitiva
para o paciente (LI et al., 2015; PORTO et al., 2012).

O termo “defeito de tamanho critico” foi originalmente definido como “a ferida
intradssea de menor tamanho em um determinado 0sso e espécie de animal que nao
cicatrizara espontaneamente durante a vida do animal’” (SCHMITZ; HOLLINGER,
1986). A tentativa de reparo desse defeito resulta na formagéo de tecido conjuntivo
fibroso em vez de o0sso. No entanto, como a maioria dos estudos tem duracéo limitada
e nao se estendem por toda a vida do animal, novos estudos estabeleceram que “o
defeito de tamanho critico na pesquisa animal refere-se ao tamanho de um defeito

gue nao cicatrizara ao longo da duragao do estudo” (GOSAIN et al., 2000).

O defeito de tamanho critico tem sido usado como um modelo experimental
para avaliar a eficacia de biomateriais recentemente desenvolvidos (CARLISLE et al.,
2019; COOPER et al., 2010; HOLLINGER; KLEINSCHMIDT, 1990; SOHN et al.,
2010). Existem varios modelos de defeitos 6sseos utilizados para pesquisas sobre
regeneracao 6ssea em diferentes regides anatdémicas, incluindo os da tibia, radio,
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mandibula e cranio de animais (DELGADO-RUIZ; CALVO-GUIRADO; ROMANOS,
2015; SOHN et al., 2010; VAJGEL et al., 2014). Uma série de modelos de teste animal,
como rato, camundongo, coelho, cachorro, ovelha, cabra e porco, foram
desenvolvidos para simular o ambiente humano in vivo e avaliar a dindmica de reparo
com uso de biomateriais apds a indugao de uma lesao (LIU et al., 2020). Defeitos
cranianos sao amplamente utilizados em estudos com biomateriais, e o coelho &
comumente usado em experimentos com animais nas pesquisas das areas da saude.
Algumas de suas vantagens s&o que ele é facilmente manuseado, tem alta taxa de
renovagao 0ssea e esta alcanca a idade adulta em 6 meses. Além disso, o coelho
possui um cranio maior que o do rato, o que possibilita a criagdo de multiplos defeitos
em um cranio, o que reduz o tempo de operagao, o custo e os erros de observacao
entre os individuos. A cicatrizacdo do defeito de tamanho critico deve ser avaliada
correlacionando o tamanho da falha com o periodo de reparo, assim como a
quantidade e qualidade do tecido em cicatrizagdo. E, mais recentemente, tem sido
utilizado para estudos in vivo embrides de peixes e larvas (CACCHIOLI et al., 2006;
DELGADO-RUIZ; CALVO-GUIRADO; MIRANDA et al., 2022; ROMANOS, 2015; LI et
al., 2015; LIU et al; 2020; SOHN et al., 2010).

A reconstrucao de lesdes amplas em tecidos duros sempre foi uma situagao
dificil para os cirurgides, tendo sido sugeridos uma variedade de enxertos ésseos para
auxiliar no reparo desses defeitos, como o autégeno, homdgeno, liofilizado,
desmineralizado, e materiais artificiais ou sintéticos (SAULACIC et al., 2021). Dentre
essas opgoes, 0 0sso autdégeno tem sido considerado o “padrdo ouro” devido as suas
caracteristicas osteoindutoras, osteocondutoras e osteogénicas. No entanto, a
obtencao de tecido 6sseo suficiente da area doadora para preencher o defeito em sua
totalidade, se torna um desafio em algumas condigbes clinicas complexas que
requerem maior quantidade do substituto e seu uso esta associado a morbidade
significativa do local doador (PORTO et al., 2012; SAULACIC et al., 2021).

O avango na area das cirurgias reconstrutivas impulsionou a busca por
biomateriais que potencializem o reparo ésseo, substituam o osso autégeno, sejam
eficientes, economicamente acessiveis e com as vantagens de fornecimento ilimitado
sem necessidade de area doadora, o que reduziria as morbidades ao paciente (LI et
al., 2015).
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A seringueira Hevea brasiliensis € uma arvore nativa da bacia do rio Amazonas,
e o latex extraido dessa seringueira tem se mostrado promissor em aplicagdes
biomédicas (FERREIRA et al., 2009; ZIMMERMANN et al., 2018). Membranas feitas
de Latex Natural (LN) tém sido usadas como proteses e enxertos médicos devido a
suas caracteristicas de biocompatibilidade e estimulo natural a angiogénese (ERENO
et al., 2010; FERREIRA et al., 2009; MIRANDA et al., 2022; MRUE; COUTINHO;
CENEVIVA, 2004). O latex é um cicatrizante, uma defesa natural da planta e pode ser
aplicado a tecidos biologicos sem causar reacdes de hipersensibilidade, se
processado corretamente (BORGES et al., 2017; FRADE et al., 2001; MRUE;
COUTINHO; CENEVIVA, 2004).

Estudos em animais comprovaram a possibilidade de selecionar células de
determinados tecidos e impedir que células de outros tecidos repopulassem uma
ferida por meio do uso de membranas, este processo foi denominado regeneracao
tecidual guiada. Posteriormente, estes estudos foram direcionados para o tecido
0sseo0 com o uso de membranas, utilizando-se da osteopromogdo como principio
bioldgico, sendo o processo denominado regeneragao 6ssea guiada (ROG) (DAHLIN;
ALBERIUS; LINDE, 1991; DAHLIN et al., 1994; LINDE et al., 1993; MOURA et al.,
2014). Nos ossos, as membranas de latex atuam seguindo este principio, atuando
como barreira protetora no local da lesédo, impedindo a invasdo de células nao
osteogénicas no defeito que se deseja reparar, protegendo o coagulo sanguineo e
promovendo a proliferacdo local de células osteoprogenitoras, permitindo que a
neoformacéo Ossea seja otimizada nos estagios iniciais apdés a lesdo. Além disso,
podem também ser utilizadas para liberagdo de compostos bioldgicos e
medicamentos (DIMITRIOU et al., 2012; MIRANDA et al., 2017; ZANCANELA et al.,
2019). Tendo em vista sua utilizagao na ROG, a incorporagao de um fosfato de calcio
deve potencializar os resultados promovidos pela membrana (BORGES et al., 2015;
DANIELETTO-ZANNA et al. 2020; HERCULANO et al., 2009, 2010, 2011;
NASCIMENTO et al., 2014; RETZEPI; DONOS, 2010; SCHENK et al.,1994).

Ceramicas de fosfato de calcio s&o os biomateriais sintéticos mais similares a
tecidos dsseos do corpo humano, sendo o biomaterial mais biocompativel conhecido
para aplicacbes Osseas (LEE et al., 2013; RODRIGUEZ-CHANFRAU, 2020;
RODRIGUEZ-CHANFRAU et al., 2020; UTARA; KLINKAEWNARONG, 2015). O Beta-

tricalcio fosfato (B-TCP) é uma fase do fosfato de calcio que apresenta alta
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biocompatibilidade, boa solubilidade, facil absor¢éo pela matriz 6ssea e atividades de
osteoinducdao e osteocondugdo (COSTA et al, 2016; RODRIGUEZ-CHANFRAU,
2020; RODRIGUEZ-CHANFRAU et al., 2020). E o mais utilizado na regeneracéo
O0ssea e amplamente estudado para aplicagdes biomédicas, pois apresenta estrutura
quimica mais estavel e maior taxa de degradag¢ao quando comparado a outra fase do
fosfato de caélcio. A possibilidade de se incorporar B-TCP as membranas de latex é
uma nova alternativa para auxiliar o reparo 6sseo, pois dessa forma € possivel
associar as propriedades osteopromotoras do latex as osteocondutivas e possiveis
osteoindutivas do CaP (COSTA-RODRIGUES et al, 2014; EFTEKHARI;
FARAHPOUR; MIRANDA et al., 2022; RABIEE, 2015; HOLLISTER, 2005; LOU et al.,
2015; ZOU et al., 2005).

A utilizagao de B-TCP no processo de reparo de defeitos ésseos associado a
utilizacdo de membranas na ROG tem sido proposta como método auxiliar na
regeneragao 0ssea, com resultados promissores. Porém poucos séo os estudos para
incorporar o 3-TCP as membranas, como método de liberagédo sustentada do material
nos defeitos dsseos. Sendo assim, o presente estudo tem o objetivo de avaliar o
processo de reparo em defeitos dsseos criticos tratados com membrana de latex,
membrana de latex incorporada com [(-TCP, nas escalas micrométrica e

nanomeétricas.
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2 OBJETIVOS

Avaliar o processo de reparo 6sseo em defeitos criticos tratados com
membrana de latex e membrana de latex incorporada com beta-tricalcio fosfato (j3-

TCP) nas escalas micrométrica e nanométrica sem enxerto de biomaterial associado.
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3 METODOLOGIA

Este Projeto de Pesquisa foi desenvolvido no Instituto de Quimica de
Araraquara da Universidade Estadual Paulista (IQAr-UNESP), na Faculdade de
Odontologia de Aracatuba — FOA/UNESP, na Faculdade Ciéncias Farmacéuticas de
Araraquara — UNESP e no Massachusetts General Hospital, Harvard School of Dental
Medicine, Boston, USA.

3.1 Obtengao das Membranas Experimentais

3.1.1 Sintese do B-TCP pelo método de secagem do sol-gel

Os materiais para a sintese do fosfato de calcio (B-TCP) foram os reagentes de
qualidade analitica: nitrato de calcio Ca (NOs)2 . H20 (PA-ACS) e acido fosfoérico
HsPO4 85% (resfriado em banho de gelo), que foram dissolvidos separadamente em
alcool metilico CH3sOH (PA-ACS) sob agitagdo. A solucdo de acido fosférico foi
adicionada a solugdo de nitrato de calcio em banho de gelo permanecendo sob
agitacado (Figura 1). As concentragbes dos reagentes foram escolhidas de modo a

obter as razées molares Ca/P de 1,00; 1,65 e 1,50.

A solucéo obtida foi seca a 100°C até a evaporagao do solvente, e o p6 obtido
foi fracionado e tratado a temperatura de 1200°C com uma taxa de aquecimento de
5°C/min onde se obteve a fase de fosfato de calcio (B-TCP) (DOS SANTOS et al.,
2014).



24

Figura 1 - Fluxograma da sintese para a obtencao do fosfato de calcio
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Fonte: http://hdl.handle.net/11449/153043

3.1.2 Extracao e Preparacgao do Latex Natural - LN

O latex natural utilizado neste trabalho foi adquirido da BDF Comércio de
Produtos Agricolas LTDA, Guaranta - SP. Este latex foi obtido da mistura de dois
clones: RRIM 600 e PB 235 (Lote: 01703/13). Depois de extraido, o latex foi mantido
em fase liquida através da adicdo de hidroxido de amdnio corrigindo a acidez e
estabilizando o meio ao pH igual a 10,2. Posteriormente, o polimero foi submetido a
centrifugagdo de 8000g por 2 horas, com o objetivo de diminuir a quantidade de
proteinas de alto peso molecular, responsaveis por reacdes de hipersensibilidade
(GARMS, 2017; MIRANDA et al., 2017).

3.1.3 Incorporacgao das fases de fosfato de calcio em membranas de LN

A fabricagcdo das membranas consistiu em depositar 5SmL de LN sobre a placa
circular, mantendo-as em temperatura ambiente por 24h. Apds a polimerizagao do
latex foram adicionados sob a membrana 10mL de suspenséo de fosfato de calcio (3-
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TCP, 10mg/mL) que foram mantidos em temperatura controlada de 50°C por 72h, para
que o fosfato de caélcio precipitado na superficie do latex fosse adsorvido para seu
interior, empregando o método biomimético com solugao de fluido corpéreo - SBF
(Figura 2).

Figura 2 - Fluxograma da confecgdo das membranas de LN e incorporagédo do 3-TCP

- \ p— 48h 350°C
)
3 _/'

Fonte: http://hdl.handle.net/11449/153043

3.1.4 Animais e Grupos Experimentais

A pesquisa foi aprovada pelo Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Odontologia de Aragatuba - UNESP (CEUA) sob o protocolo n 0532-
2021, em conformidade com o Conselho Nacional de Controle de Experimentagao
Animal (CONCEA), seguindo as diretrizes nacionais para o cuidado e uso de animais
segundo o ARRIVE Guidelines (PERCIE DU SERT et al., 2020a, 2020b).

Foram utilizados 36 coelhos machos (Nova Zelandia, 3 - 4 kg, 6 meses de
idade), que foram mantidos em gaiolas individuais, com agua ad libitum e ragao
durante todo o experimento, exceto no periodo de 12h antecedentes ao procedimento

cirurgico.

Para a determinacdo do poder da amostra foi considerado um nivel de
significancia de 5% (com desvio padrao de 2%), poder de teste de 80%, sendo definido

alpha como 0,05. Definiu-se seis coelhos por grupo de analise para comparar os
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diferentes grupos, sendo que 4 defeitos criticos foram criados na calvaria de cada
animal e cada defeito recebeu o tratamento de acordo com a terapéutica proposta

para cada grupo experimental:

Grupo | - GC (Grupo Coagulo) - O defeito foi preenchido apenas por coagulo

sanguineo sem membrana;

Grupo II - ML (Grupo Membrana de Latex) - O defeito preenchido por coagulo

sanguineo e ocluido com Membrana de Latex;

Grupo Il — ML+Micro (Grupo Membrana de Latex + B-TCP micro) - O defeito
preenchido por coagulo sanguineo e ocluido com Membrana de Latex incorporada

com B-TCP na escala micrométrica;

Grupo IV — ML+Nano (Grupo Membrana de Latex + B-TCP nano) - O defeito
preenchido por coagulo sanguineo e ocluido com Membrana de Latex incorporada

com B-TCP na escala nanométrica.

Os animais foram divididos em trés periodos de avaliagao correspondente ao
tempo de eutanasia: 2, 4 e 8 semanas, cada periodo foi composto por 6 animais cujas
pecas foram wusadas para andlise de tecidos mineralizados: analises por
microtomografia computadorizada, histoldégica qualitativa e histométrica; e analise de

tecidos desmineralizados: histolégica qualitativa e histométrica.

A cirurgia experimental dos animais e a coleta do material bioldgico (calvarias),
foram realizadas pelo mesmo pesquisador. Apds coleta, um segundo pesquisador
classificou em cddigos numéricos todas as pegas de acordo com grupos e periodos.
No final de todos os procedimentos laboratoriais e resultados com a analise
estatistica, estes codigos foram revelados a equipe de trabalho. A calibracédo foi
realizada pela coleta de trés medidas de cada analise proposta e submeteu-se o teste

Kappa (p<0,05) até que houvesse calibragao.

3.1.5 Procedimento Cirurgico

Os procedimentos cirurgicos foram realizados conforme descrito em trabalho
prévio publicado na literatura (HONG et al., 2021; JUNG et al., 2005). Apds anestesia

com uma combinacédo de 50mg/kg de ketamina intramuscular (Vetaset — Fort Dodge
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Saude Animal Ltda, Campinas, Sao Paulo, Brasil) e 5mg/Kg de cloridrato de xilazina
(Dopaser — Laboratério Calier do Brasil Ltda — Osasco, Sao Paulo, Brasil), foi realizada
a tricotomia na regido fronto-parietal do animal seguido do seu posicionamento em
decubito ventral, anti-sepssia do local cirurgico com PVPI| degermante e tépico (PVPI
10%, Riodeine, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto, Brasil) e aposicdo de campos
estéreis, seguido da anestesia infiltrativa local utilizando-se mepivacaina 2% com
epinefrina 1:100.000 (Mepiadre, DFL, Rio de Janeiro, RJ, Brazil). Uma incis&o linear
dermoperiosteal de 5 cm de comprimento no centro da calvaria foi realizada com
lamina de bisturi 15C (Feather Industries Ltda, Tokyo, Japan) montada em um cabo
numero 3 (Hu-Friedy®, Chicago, IL, USA) seguido do descolamento e exposi¢cao da
superficie 6ssea. Quatro cavidades cirurgicas criticas foram preparadas com uso de
broca trefina de 8mm (Neodent®, Curitiba, Paranda, Brazil) montada em um contra-
angulo de reducao de 20:1 (Kavo® do Brasil, Joinvile, Brazil) conectado a uma peca
de méao (BLM 600 plus, Driller®, Jaguaré, Sao Paulo, Brazil) com velocidade de 1500
rpom sob refrigeragdo abundante com soro fisiolégico. Apds isso, os tratamentos foram
distribuidos e empregados de forma aleatdria nos defeitos confeccionados. As
membranas foram estabilizadas na calvaria com uma pequena adi¢ao de cianoacrilato
em suas bordas, além dos limites de 8mm do defeito. A sutura foi realizada com fio
4.0 reabsorvivel de poliglactina 910 (Vycril 4.0, Ethicon, Johnson Prod., Sao José dos
Campos, Brasil) nos pontos internos e com nylon 5-0 (ETHILON®, Ethicon, Johnson,
S&o José dos Campos, Brazil) com pontos simples nos pontos externos. No pos-
operatério imediato os animais receberam administragdo intramuscular de
Pentabiotico (0,1 ml/Kg, Zoetis, Sdo Paulo, Brasil) em dose Unica e de Dipirona Sddica
50 mg/kg/dia, Ariston Industrias Quimicas e Farmacéuticas Ltda, Sdo Paulo, Brasil)
(Figura 3).
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Figura 3 - Cirurgia Experimental. A: Aspecto inicial pré-cirargico. B: Dergemagao com
lodopovidona. C: Anestesia local infiltrativa para hemostasia local. D: Incisao
dermoperiosteal de espessura. E: Descolamento e exposi¢cao da area cirurgica. F:
Calvaria. G: Confecgao dos defeitos cirurgicos com broca trefina de 8mm. H: Aspecto
clinico dos defeitos. l:Defeitos e seus respectivos tratamentos executados. J: Sutura e
aspecto final.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

3.1.7 Eutanasia e Coleta das Amostras

A eutanasia foi realizada nos periodos de 2, 4 e 8 semanas pds-cirurgicas,
sendo 12 animais por periodo (6 para analise de tecidos mineralizados e 6 para
analise de tecidos desmineralizados). Os animais foram submetidos a eutanasia com
por sobredose anestésica de barbiturico (60 mg/ml). Apds eutanasia, as calvarias
foram cuidadosamente removidas em bloco, o tecido mole excedente eliminado, uma
osteotomia para coleta da pega com uma margem de 2cm do defeito foi realizada, e
a amostra fixada em solugdo de formol neutro tamponado a 10% (Reagentes
Analiticos, Dindmica Odonto-Hospitalar Ltda, Catanduva, Séo Paulo, Brasil) durante

um periodo de 48h.
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3.2 Métodos de analises

3.2.1 Microtomografia Computadorizada (Micro-Ct)

As pecas foram fixadas em formol a 10% durante 24 horas e em seguida,
lavadas em agua corrente por 24 horas e entéo transferidas para uma solugéo de
alcool a 70% e armazenadas em temperatura ambiente. Os espécimes foram
escaneados pelo microtomografo de raios-X Skyscan (SkyScan 1272 Bruker MicroCT,
Aatselaar, Bélgica) e analisados com os softwares NRecon, Dataviewer, CT-Analyzer
e CT-Vol. Os parametros utilizados foram: o tamanho da imagem em pixel sera de
2000 x 1336 (18 um), a espessura dos cortes de 12 ym, o aumento da imagem de
10x, a voltagem do tubo de raios-X de 50 kV, o feixe de 496 uA e a corrente elétrica
ajustada para 0.1 mA. As imagens tridimensionais foram reconstruidas por meio do
software Nrecon Reconstruction (Versao 1.15.4.0, Skyscan, Bruker, Kontich, Belgium)
com os parametros: Beam Hardening Correction 4%, Ring Artifact Correction = 3,
Smoothing = 1, Postalignment = 1.00. Para a analise linear 2D utilizou-se o software
Data Viewer (Versdo 1.15.4.0, Skyscan, Bruker, Kontich, Belgium), que foi também
utilizado para a determinagao do volume de interesse (VOI), padronizado para todas
as imagens, posteriormente salvos em uma visdao coronal. Todos os cortes
escaneados foram reorientados em trés planos: coronal, axial e sagital, antes de cada

analise para alinhar uniformemente a posi¢cao anatémica (Figura 4).

Figura 4 - Selegao do volume de interesse (VOI) pelo software DataViewer.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

As mensuragdes volumétricas em 3D foram realizadas utilizando um software
especifico (CT Analyzer Versdao 1.15.4.0, Skyscan, Bruker, Kontich, Belgium),
seguindo a seleg¢do de uma area de interesse (ROI - region of interest) tridimensional.
Para a determinagao da regiado de interesse (ROI) foi utilizada a ferramenta “Round”
devido a morfologia circular dos defeitos, sendo essa também padronizada para todas

as reconstrugdes (Figura 5).

Figura 5 - No software CTan, apés selecao do niumero de cortes padronizados (101), a
regiao de interesse foi delimitada com a ferramenta Round.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

A area de interesse demarcada correspondeu a area do defeito criado, mesma
area de avaliagao histoldgica. Logo apds, o thresholds foi padronizado com intervalo
de 80-140 em um intervalo de 101 camadas (Figura 6). As imagens foram entao
convertidas para a escala de cinza para o calculo dos parametros tridimensionais em
milimetros (mm), realizado pelo proprio software. Nas imagens obtidas, foram
avaliados os seguintes parametros morfométricos: volume 6sseo (Bone volume - BV),
porcentagem de volume oOsseo (Percent bone volume - BV/TV), espessura de
trabéculas (Trabecular thickness — Tb.Th), nimero de trabéculas (Trabecular number
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— Tb.N) e separagao de trabéculas (Trabecular separation — Tb.Sp). Os dados foram

posteriormente tabulados e analisados.

Figura 6 - No software CTan, o thresholds foi padronizado com intervalo de 40-180, para
posterior andlise tridimensional e quantificagao do osso neoformado
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

3.2.2 Preparacao do Material para Analise Histologica Tecidos Mineralizados

Apo6s analise por micro-Ct, as calvarias foram desidratadas em concentragdes
crescentes de alcoois (etanol 60-100%) e posteriormente, realizou-se a infiltragdo em
resina fotopolimerizavel (Technovit 7200 VLC, Kultzer Heraeus GmbH & Co.,
Wehrheim, Alemanha). Os blocos contendo membrana e tecido 6sseo adjacente
foram cortados em um ponto central, empregando-se um micrétomo com sistema de
corte e desgaste (Exakt Apparatebeau, Hamburgo, Alemanha). As Iaminas obtidas
apresentaram espessura de aproximadamente 70 ym e foram coradas por azul de
Stevenel e vermelho de alizarina (Figura 7 e 8). As imagens foram analisadas e
capturadas por uma camera digital (LEICA ICC50 E) acoplada ao microscoépio optico
(LEICA — DM750).



32

Figura 7 - Preparacao das pegas e Montagem das laminas com as amostras para analise
de tecidos calcificados. A: Montagem da base em resina fotopolimerizavel, B:
posicionamento no recipiente para inclusdao em resina TechnoVit ®; C: Resina apos
polimerizagdo com as pecas incluidas, D e E: Individualizagido das amostras e
montagem em lamina para corte na serra do sistema Exakt.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
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Figura 8 — F: LAminas montadas para corte na regiao central do defeito utilizando a
serra do Exakt. G: Prensa adesiva a vacuo (sanduicheira) em funcionamento para
preparacdo da lamina de estudo. H: Serra do sistema Exakt em funcionamento. I:
Checagem da espessura das amostras apos desgaste e polimento no sistema Exakt.

adesiva & VACUO
(Sanduicheira)
Exakt 401

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

3.2.3 Anadlise Histolégica Tecidos Desmineralizados

Apds a eutanasia, as pecas coletadas foram fixadas em formaldeido 10%,
seguido de lavagem em agua corrente por 24h e foram submetidas a processo de
desmineralizagdo onde sofreram descalcificagdo em EDTA (20%) por 7 meses. Apds
a descalcificagdo, as pecgas foram desidratadas numa sequéncia de alcoois (70 a

100%), com posterior diafanizacdo com xilol. As pegas foram entdo incluidas em
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parafina, e as lamina preparadas por microtomia com sec¢des seriadas de 5 um de
espessura. As laminas histolégicas foram montadas e coradas pela técnica de

Hematoxilina-Eosina (HE).

Apos obtencao das laminas, foi realizada a captura das imagens pela camera
digital (LEICA ICC50 E) acoplada ao microscépio optico (LEICA — DM750) e
conectada a um microcomputador, para analise pelo software ImagedJ (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Todas as analises foram realizadas por um
pesquisador previamente calibrado e cego aos tratamentos, em magnificagao

microscopica Optica de 25x.

Analise Histolégica Qualitativa

A descrigao histoldgica foi realizada a partir das reconstru¢gées panoramicas
das fotomicrografias realizadas em um aumento de 25x, sendo comparado de forma
qualitativa a estrutura do tecido neoformado nas cavidades criadas, bem como a
presenca ou auséncia de tecido Osseo diferenciado ou imaturo nos grupos

experimentais.

Analise Histomeétrica

Area de Osso Neoformado

A taxa de reparo 6sseo das cavidades foi quantificada a partir da reconstrugao
panoramica das seccgdes histolégicas fotografadas com objetiva de 25x. Apds
calibracao da régua, a ferramenta “polygon” foi usada para delimitar a area do volume
total do defeito critico inicial (Figura 9). Apds essa medida, areas representativas de
0ss0 e nao osso foram quantificadas dentro da area do defeito (Figura 10). Todos os
valores foram salvos e analisados para delimitar a taxa de neoformacgao 6ssea nos

tempos de 2, 4 e 8 semanas.
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Figura 9 - Delimitagdo da area total a ser analisada usando a ferramenta de poligono no
software ImageJ.

4 Imagel ) - ¢
| File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
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36.15x9.23 um (54231

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Figura 10 - Area representativa da contagem da area 6ssea presente na area de um coto
osseo.

4 Image) _ x
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
C|OJ& o< 4| +|x Ao 2] |ofss|s|a]2] | |»]
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

3.3 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada no software SigmaPlot (version 12.0, Systat
Software, San Jose, CA), onde os dados obtidos foram submetidos ao teste de
normalidade para avaliagdo da distribuigdo das amostras (Shapiro-Wilk). Apds a
confirmagao da distribuicao normal das amostras, foi empregado o teste ANOVA 2-
fatores seguido pelo pos-teste de Tukey, adotando-se nivel de significancia de 0,05

para todos os testes.



36

4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacao Topografica e Estrutural
4.1.1 Membrana de Latex com incorporagao de B-TCP na escala Nanométrica

A microscopia eletrbnica de varredura (MEV) evidenciou deposigao de B-TCP
em toda a superficie da membrana (Figura 11). Quando avaliado em secgéo
transversal (Figura 12) notou-se que houve deposig¢ao do B-TCP por toda a espessura
da membrana, com estruturas na escala nanométrica. A confirmacgao da identidade
das particulas presentes na membrana de latex foi realizada através da técnica de
EDS acoplada ao MEV onde foi detectada a presenca dos elementos quimicos Ca e
P.

Figura 11 - MEV das membranas evidenciando a efetividade da incorporac¢ao do B-TCP
a membrana (escala nanométrica). A: aumento de 2.000x (escala de 10um); B: aumento
de 10.000x (escala de 1uym); C: aumento de 50.000x (escala de 100nm); D: Espectro de
EDS da membrana incorporada com 3-TCP.

—— 10pm IQ-UMESP 1/28/2022 ) — lpm  IQ-UNESP 1/28/2022
X 2,000 2.00kV SEI GB_LOW WD 4.6mm 3: X 2.00kV SEI GB_LOW WD 4.6mm 3:26:13

C

Full scale counts: 117

1204 €
100
80 [0
60
0 Ca
20
0 T T T T T

— 100nm IQ-UMESPE 1/28
X 50,000 2.00kV SEI GB_LOW WD 4.6mm 3

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).



37

Figura 12 — Aspecto em secgao sagital da Membrana de Latex com incorporacao de 8-
TCP na escala nanométrica. A: aumento de 100x, evidenciando espessura da membrana
de 381um; B e C: aumento de 50.000x evidenciando deposi¢cdo de B-TCP por toda
espessura da membrana; D: Espectro de EDS da membrana incorporada com B-TCP.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

4.1.2 Membrana de Latex com Incorporacao de B-TCP na Escala

Micromeétrica

A microscopia eletrbnica de varredura (MEV) evidenciou deposig¢ao do B-TCP
em toda a superficie da membrana (Figura 13), semelhante a ML+Nano. Quando
avaliado em secgédo transversal (Figura 14) notou-se que a deposi¢gdo do B-TCP
também ocorreu em toda espessura da membrana, com estruturas na escala

micrométrica e maior aglutinacdo do biomaterial na membrana.
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Figura 13 - MEV da membrana com incorporagao de B-TCP na escala micrométrica,
evidenciando a presenc¢a do biomaterial as membranas. A: aumento de 2.000x (escala
10pum); B: aumento de 10.000x (escala de 1um); C: aumento de 50.000x (escala de
100nm); D: Espectro de EDS da membrana incorporada com B-TCP.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Figura 14 — Aspecto em secc¢ao sagital da membrana - MEV das membranas
evidenciando a presenca da incorporagao do biomaterial na secg¢ao transversal das
membranas (Micro). A: aumento de 150x, espessura da membrana de 442 ym; B:
aumento de 25.000x (escala de 1um), evidenciando a particula do biomaterial; C:
aumento de 50.000x (escala de 100 nm); D: Espectro de EDS da membrana incorporada
com B-TCP.

 — 100pm IQ-UMESE lpm  IQ-UNESP

GB_LOW WD 4.&mm

2.00kvV SEI A WD 5, 0mm

Full scale counts: 146

1504 O

=

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

4.2 Analise dos Tecidos Mineralizados

4.2.1 Microtomografia Computadorizada (Micro-Ct)

Na analise dos dados obtidos por meio da microtomografia computadorizada,
no parametro Volumo Osseo (BV), foi possivel observar que o grupo ML em 8
semanas (3,99mm?3) apresentou a maior média de volume Gsseo, seguido por
ML+Micro em 8 semanas (3,94mm?3). Todavia, no periodo inicial de 2 semanas

ML+Micro (1,83mm?3) e ML+Nano (1,34mm?3) tiveram maior média, que se repetiu no
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periodo de 4 semanas, sugerindo que nos tempos iniciais de avaliagdo as membranas
incorporadas com B-TCP proporcionaram uma resposta reparacional melhorada ao
defeito. Em 8 semanas, observou-se a estabilizacdo dos valores de ML+Micro
(3,94mm?3) e ML+Nano (3,76mm?3), e 0 aumento na média de ML (3,99mm?) quando
comparado ao periodo anterior (1,87mm?), sugerindo um processo de reparo mais
lento quando comparado aos outros tratamentos. Foi observado diferenca estatistica
entre ML+Micro (3,86 £ 1,15) vs GC (1,37 + 0,66) (p=0,003), ML+Micro (3,86 £ 1,15)
vs ML (1,87 £0,81) (p=0,024) e ML+Nano (3,44 + 1,91) vs GC (1,37 £ 0,66) (p=0,018)
no periodo de 4 semanas. Ja no periodo de 8 semanas, observou-se diferenga
estatistica entre ML (3,98 + 1,94) e GC (1,73 = 1,69) (p=0,008), ML+Micro (3,94 +
1,15) e GC (1,73 £ 1,69) (p=0,010) e ML+Nano (3,76 £ 0,69) e GC (1,73 £ 1,69)
(p=0,020) (Figura 15).

Figura 15 - Grafico comparativo das médias e desvio padrao observadas no Parametro
BV na analise por MicroCT. (*) representa que houve diferenga estatistica entre os
grupos.

Volume Osseo (BV)

* Grupo | Periodo | Média |Desvio P.

8+ * GC 25 0,82 0,59

" m mm GC GC 45 1,37 0,66

6 = ML GC 8s 1,73 1,69

* = ML+MICRO ML 25 1,15 0,62

" * ML 4s 1,87 0,81

E 4- B2 ML+NANO ML 8s 3,09 1,95

ML+Micro|2s 1,83 0,94

2. ML+Micro|4s 3,86 1,15

ML+Micro|8s 3,94 1,15

Ill ML+Nano |2s 1,34 0,69

0- ML+Nano |4s 3,44 1,91

2 semanas 4 semanas 8 semanas ML+MNano |8s 3,76 0,69
Periodo

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

No parametro percentual de volume 6sseo (BV.TV), observou-se que o Grupo
ML+Micro 4 semanas (7,02%) e ML+Nano 8 semanas (7.02%) apresentaram maior
valor percentual de volume désseo em todos os periodos avaliados. ML+Micro
apresentou percentual elevado nos trés periodos, seguido por ML+Nano, indicando
um processo de reparo potencializado nos periodos iniciais que se estabiliza no ultimo
periodo, sendo alcangado por ML (6,68%). Foi observado diferenga estatistica entre
ML+Micro (7,02 £ 1,55) e GC (2,84 + 1,43) (p<0,001); ML+Micro (7,02 £ 1,55) e ML
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(4,29 £ 1,83) (p=0,032); e ML+Nano (5,78 £ 1,91) e GC (2,84 + 2,08) (p=0,018) no
periodo de 4 semanas. Ja no periodo de 8 semanas, observou-se diferenca estatistica
entre ML (6,68 *+ 2,26) e GC (2,26 £+ 1,51) (p<0,001); ML+Micro (6,79 = 2,26) e GC
(2,26 +1,51) (p<0,001); e ML+Nano (7,02 £ 1,16) e GC (2,26 £ 1,51) (p<0,001) (Figura
16).

Figura 16 - Grafico comparativo das médias e desvio padrao observadas na microCT

no parametro de Percentual de Volume Osseo. Quando presentes, as diferengas
estatisticas intergrupos estao representadas por *.

Percentual de Volume Osseo (B}‘HTV)
*

10+ * *
* mm GC Grupo | Periodo | Média | Desvio P.
8- * I I = ML GC 2s 1,58 0,87
GC 4s 2,84 1,43
lz 6 I = ML+MICRO GC 8s 2,26 1,51
> B8 ML+NANO ML 25 1,99 1,15
m
2 4 ML 4s 4,29 1,83
I ML 8s 6,68 2,26
2 ML+Micro|2s 3,46 1,93
ML+Micro|ds 7,02 1,55
ML+Micro|8s 6,79 2,26
0- T ML+Nano |25 2,38 1,43
2 semanas 4 semanas 8 semanas ML:Nano|4s 5 78 208
. ML+Nano [8s 7,02 1,16
Periodo a : .

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Para os valores de espessura trabecular (Tb.Th), foi possivel observar que o
grupo ML (0,12mm; 0,13mm; 0,16mm) manteve as maiores médias em todo periodo
do estudo (Figura 17). Nao foi observado diferenca estatistica entre os grupos de

tratamento.
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Figura 17 - Grafico comparativo das médias e desvio padrao observadas na microCT
no parametro de Espessura Trabecular (Tb.Th).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Correspondente ao parametro separagao trabecular (Tb.sp), o Grupo ML

apresentou novamente as maiores médias nos trés periodos de avaliagdo (1,12mm)

(1,05mm) (1,03mm). De modo geral, observou-se uma diminuicdo nos valores dos

grupos de estudos quando comparados de forma cronolégica os periodos de estudos,

indicando uma provavel diminuigdo do tecido conjuntivo e maior formagado osso

neoformado, que como visto nas laminas, possui uma menor separacao trabecular.

Nao foi observado diferenca estatistica entre os valores dos grupos de tratamento

(Figura 18).

Figura 18 - Grafico comparativo das médias e desvio padrao observadas na microCT
no parametro de Separagao Trabecular (Tb.Sp).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
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Na analise do numero de trabéculas (Tb.N), o grupo ML+Micro (0,27/mm,;
0,67/mm; 0,56/mm) apresentou maior média nos 3 periodos do estudo, seguido por
ML+Nano (0,23/mm; 0,50/mm; 0,55/mm). Resultado ja esperado tendo em vista a
evolucéo do processo de reparo, que por meio dos outros parametros ja era possivel
observar que foi potencializado nos grupos tratados com membrana funcionalizadas.
Foi observado diferenga estatistica entre ML+Micro (0,67 £ 0,22) e GC (0,25 £ 0,12)
(p <0,001); ML+Micro (0,67 = 0,22) e ML (0,30 + 0,07) (p=0,001); ML+Nano (0,50 +
0,16) e GC (0,25 + 0,12) (p=0,047) no periodo de 4 semanas. Quanto ao periodo de 8
semanas, observou-se diferencga estatistica entre ML+Nano (0,55 + 0,11) e GC (0,22
+0,19) (P=0,003); e ML+Micro (0,56 + 0,17) e GC (0,55 + 0,11) (p=0,002) (Figura 19).

Figura 19 - Grafico comparativo das médias e desvio padrao observadas na microCT
no parametro de Numero de Trabéculas (Th.N). Quando presentes, as diferencas
estatisticas intergrupos estao representadas por *.

Numero de Trabeculas (tb-N)

” ]
1.0 ¥ * Grupo | Periodo | Média |DesvioP.
m GC GC 2s 0,13 0,07
0.8 % * = ML GC 45 0,25 0,12
GC 8s 0,22 0,19
g 0.6- = ML+MICRO ML 2s 0,15 0,06
£ =3 ML+NANO ML 4s 0,30 0,07
= 0.4 ML 8s 0,39 0,19
ML+Micro|2s 0,27 0,18
0.2 ML+Micro|4s 0,67 0,22
ML+Micro|8s 0,56 0,17
0.0 L ML+Nano |2s 0,23 0,25
2semanas 4 semanas 8 semanas ML+Nano |4s 0,50 0,16
ML+Nano |8s 0,55 0,11

Periodo

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

4.2.2 Analise Histolégica Qualitativa de Tecidos Mineralizados

Pode-se observar que no grupo GC, nao houve reparo do defeito durante os
periodos analisados de 2, 4 e 8 semanas. A modelagem anabdlica dos cotos foi bem
moderada, sem a devolugao da arquitetura da calvaria do coelho (Figura 20).
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Figura 20 - Ao centro: Reconstrugdes panoramicas das fotomicrografias mostrando
processo de reparo dos grupos GC nos 3 periodos de eutanasia (2, 4 e 8 semanas) em
aumentativa de 4x. coradas em azul de Stevenel e Alizarina. Escala 5 ym. Foi
evidenciado nas laterais, as fotomicrografias representativas dos cotos de acordo com
cada grupo, no aumento de 4x + magnificagao da camera acoplada ao microscépio.
(azul — tecido conjuntivo; rosa — tecido mineralizado)

Grupo Controle (GC)

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

No grupo ML, o defeito critico nado foi fechado. No entanto, pode-se observar
uma maior modelagem anabdlica progressiva nos 3 periodos analisados (2, 4 e 8
semanas), quando comparado ao GC. No periodo de 8 semanas pode-se observar
uma formacao 6ssea em direcdo ao centro do defeito, porém sem o fechamento total

do mesmo (Figura 21).
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Figura 21 - Ao centro: Reconstrugdes panoramicas das fotomicrografias mostrando
processo de reparo dos grupos ML nos 3 periodos de eutanasia (2, 4 e 8 semanas) em
aumentativa de 4x. coradas em azul de Stevenel e Alizarina. Escala 5 ym. Foi
evidenciado nas laterais, as fotomicrografias representativas dos cotos de acordo com
cada grupo, no aumento de 4x + magnificagao da camera acoplada ao microscépio.
(azul — tecido conjuntivo; rosa — tecido mineralizado)

Membrana de Latex sem tratamento (ML)

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

No grupo ML+Micro, ndo houve reparo total do defeito durante os periodos
analisados (2, 4 e 8 semanas). Porém foi notério a maior modelagem anabdlica dos
cotos, presenca de trabéculas 6sseas, com espacamento maior em diregao ao centro
do defeito e presencga de tecido conjuntivo ndo mineralizado no centro do defeito.
Houve uma preservacgao da arquitetura anatémica da calvaria, quando comparado aos
grupos GC e ML (Figura 22).
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Figura 22 - Ao centro: Reconstrugoes panoramicas das fotomicrografias mostrando
processo de reparo dos grupos ML+Micro nos 3 periodos de eutanasia (2, 4 e 8
semanas) em aumentativa de 4x. coradas em azul de Stevenel e Alizarina. Escala 5 pm.
Foi evidenciado nas laterais, as fotomicrografias representativas dos cotos de acordo
com cada grupo, ho aumento de 4x + magnificagdo da camera acoplada ao microscépio.
(azul — tecido conjuntivo; rosa — tecido mineralizado)

Membrana de latex+ B-TCP microparticulas (ML + Micro)

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

No grupo ML+Nano, ndo houve reparo total do defeito critico em nenhuma
amostra. No entanto, pode-se observar que assim como no grupo ML+Micro, os cotos
apresentaram um nivel de modelagem anabdlica maior em relagdo aos grupos GC e
ML (Figura 23).
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Figura 23 - Ao centro: Reconstrugdes panoramicas das fotomicrografias mostrando
processo de reparo dos grupos ML+Nano nos 3 periodos de eutanasia (2, 4 e 8
semanas) em aumentativa de 4x. coradas em azul de Stevenel e Alizarina. Escala 5 pm.
Foi evidenciado nas laterais, as fotomicrografias representativas dos cotos de acordo
com cada grupo, ho aumento de 4x + magnificagdo da camera acoplada ao microscépio.
(azul — tecido conjuntivo; rosa — tecido mineralizado)

Membrana de latex+ B-TCP nanoparticulas (ML + Nano)

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

4.2.3 Analise Histolégica Quantitativa de Tecidos Mineralizados

Apos analise qualitativa com posterior analise quantitativa e tratamento dos
dados, foi possivel constatar por meio da analise estatistica que houve diferenca
significativa entre o reparo nos defeitos criticos com diferentes tratamentos da
membrana, onde o tecido 6ésseo neoformado foi significativamente superior quando
comparado os grupos ML+Micro e GC (<0,001) e ML+Nano e GC (p=0,004).

Quando analisado por periodo, observou-se diferenca estatistica no periodo de
4 semanas entre ML+Nano (15,41 + 7,26) e GC (6,57 £ 4,52) (p=0,023), ML+Micro
(17,48 £ 7,29) com GC (6,57 *+ 4,52) (p=0,003) e ML+Micro (17,48 + 7,29) com ML
(9,37 £ 4,90) (p=0,043) (Figura 24).
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Figura 24 - Grafico comparativo dos valores encontrados na analise do osso
neoformado nos tempos de 2, 4 e 8 semanas nos grupos GC, ML, ML+Micro e ML+Nano.

AON Mineralizados
*

30+
« mm GC
* = ML
_ 20- I = ML+MICRO
S =3 ML+NANO
X
10
0- |

2 semanas 4 semanas 8 semanas

Periodo

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

O tecido conjuntivo presente na area do defeito foi aferido e a média percentual
foi tabulada onde foi possivel observar que houve um aumento progressivo das
médias em ML+Micro e ML+Nano nos periodos iniciais de avaliagdo, possivelmente

por acéo do fator angiogénico as membranas de latex (Figura 25).
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Figura 25 - Grafico comparativo dos valores encontrados na analise do Tecido
Conjuntivo nos tempos de 2, 4 e 8 semanas nos grupos GC, ML, ML+Micro e ML+Nano.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

4.3 Analise Histologica em Tecidos Desmineralizados

4.3.1 Andlise Histolégica Qualitativa dos Tecidos Desmineralizados

Nenhum dos defeitos criticos apresentou fechamento total dentro do periodo
de analise proposto. Todavia, observou-se diferenca qualitativa no reparo entre os

tratamentos aplicados.

2 semanas: ApoOs a analise de todos os cortes representativos, observou-se
maior e melhor organizagéao tecidual e celular nos defeitos que foram cobertos com as
membranas. Os cotos dos defeitos de GC apresentaram retardo no inicio do processo
de modelagem anabdlica, enquanto no Grupo MICRO e NANO, foi notério o a maior
organizagao do tecido conjuntivo em toda a faixa do defeito e uma remodelagéo inicial

nos cotos com a presenga de um 0sso neoformado ainda imaturo.

4 semanas: As reconstrugcdes panoramicas das imagens das laminas do 2°

periodo de analise evidenciou uma maior quantidade de osso neoformado nos Grupos
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MICRO e NANO, bem como um tecido conjuntivo denso mais organizado

preenchendo o interior do defeito de um coto a outro.

8 semanas: Nas imagens panoramicas do ultimo periodo de analise, o Grupo
NANO continuou apresentando um melhor perfil de organizagao celular seguido pelo
Grupo ML que também apresentou niveis de elevados de area de osso neoformado
nos cotos que seguiam em diregao centripeta até a regido mais superficial e central
do defeito que era completado por uma faixa de tecido conjuntivo denso.

Figura 26 - Reconstrugoes panoramicas das fotomicrografias mostrando processo de
reparo do grupo GC nos tempos de analise de 14d (2 semanas), 28d (4 semanas) e 56d
(8 semanas) em aumentativa de 25x e coloragao de Hematoxilina e Eosina.

Grupo Controle (GC)

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

As reconstru¢des panoramicas das fotomicrografias obtidas das laminas do
Grupo Controle evidenciaram no periodo de 2 semanas, predominancia de superficie
regular dos cotos com bordas regulares e faixa de necrose pequena e restrita, com
um tecido conjuntivo ainda desorganizado migrando dos cotos em diregéo ao centro

do defeito. Em 4 semanas, observou-se remodelagcdo dos cotos com inicio de
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aposicao de tecido 6sseo neoformado na extensao vertical adjacente ao coto. No
periodo de 8 semanas observou-se a remodelagcdo da area osteotomizada do coto
uma discreta area de osso neoformado e uma melhor organizagdo do tecido
conjuntivo (Figura 26).

Figura 27 - Reconstrugdes panoramicas das fotomicrografias mostrando processo de

reparo do grupo ML nos tempos de analise de 14d (2 semanas), 28d (4 semanas) e 56d
(8 semanas) em aumentativa de 25x e coloragao de Hematoxilina e Eosina.

Membrana de Latex (ML)

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

No Grupo ML, no periodo de analise de 2 semanas, observou-se uma melhor
remodelacao dos cotos quando comparada ao Grupo GC, com a presenca também
de uma faixa de tecido conjuntivo denso mais organizado, em 4 semanas houve um
acréscimo na area 6ssea neoformada, que se confirmou no ultimo periodo de analise,
juntamente com uma area de tecido conjuntivo denso com intensa atividade celular

préxima ao osso recém formado nos cotos (Figura 27).
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Figura 28 - Reconstrugdes panoramicas das fotomicrografias mostrando processo de
reparo do grupo ML+Micro nos tempos de analise de 14d (2 semanas), 28d (4 semanas)
e 56d (8 semanas) em aumentativa de 25x e coloragao de Hematoxilina e Eosina.

Membranade latex+ B-TCP microparticulas (ML + Micro)

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

No Grupo ML+Micro, no periodo inicial de analise, evidenciou-se uma
remodelagdo anabdlica significativamente maior que o GC nos cotos, e uma intensa
atividade celular na area com imaturo recém disposto. O tecido conjuntivo denso que
percorre a area do defeito tornou-se maior aos 28 dias, com uma maior proliferagao
de vasos sanguineos e células por todo o perimetro do defeito. Em 8 semanas,
observou-se uma maior quantidade de area de osso neoformado em ambos os cotos

assim como observado em ML (Figura 28).
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Figura 29 - Reconstrugdes panoramicas das fotomicrografias mostrando processo de
reparo do grupo ML+Nano nos tempos de analise de 14d (2 semanas), 28d (4 semanas)
e 56d (8 semanas) em aumentativa de 25x e coloragao de Hematoxilina e Eosina.

Membrana de latex+ B-TCP nanoparticulas (ML + Nano)

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

No Grupo ML+Nano, observou-se também no periodo inicial uma remodelacéo
anabdlica mais acentuada que GC, com alta atividade celular e o inicio de deposicao
de osso neoformado, que aumentou no aos 28 dias, mas se manteve no ultimo periodo

de analise (Figura 29).

4.3.2 Analise Histolégica Quantitativa dos Tecidos Desmineralizados

Area de Osso Neoformado

Embora o reparo total do defeito critico ndo ter sido observado em nenhuma
das amostras, apos analise qualitativa com posterior analise quantitativa e tratamento
dos dados, foi possivel constatar diferenga significativa entre o reparo nos defeitos

criticos com diferentes tratamentos da membrana.



54

Na analise intergrupos, observou-se diferenga estatistica entre ML+Nano (14,8
+ 5,64) vs. GC (4,3 + 1,36) (p=0,002), ML+Nano (14,8 + 5,64) vs. ML (6,8 £ 3,59)
(p=0,029) e ML+Micro (13,9 £ 6,67) vs. GC (4,3 = 1,36) (p=0,006) em 2 semanas;
ML+Nano (15,5 £ 4,79) vs. GC (8,1 £ 2,08) (p=0,049) em 4 semanas; ML+Nano (21,8
* 5,89) vs. ML+Micro (14,2 * 2,44) (p=0,044) em 8 semanas (Figura 30).

Figura 30 - Grafico comparativo dos valores encontrados na analise de osso
neoformado nos tempos de 2, 4 e 8 semanas nos grupos GC, ML, ML+Micro e ML+Nano.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

O tecido conjuntivo presente na area do defeito foi aferido e a média percentual
foi tabulada onde foi possivel observar que houve uma redugdo progressiva das
médias no decorrer dos periodos de avaliagdo, corroborando com o processo de
reparo em que o tecido conjuntivo foi parcialmente sendo substituido por osso
neoformado nas imediagdes de ambos os cotos. Foi possivel também verificar
menores niveis de tecido conjuntivo nos grupos tratados com membrana quando
comparados com grupo controle, e a maior discrepancia entre essas médias foi
observada no periodo de 4 semanas (Figura 31).



55

Figura 31 - Grafico demonstrativo da média dos valores aferidos de tecido conjuntivo
presente nos defeitos nos tempos de 2, 4 e 8 semanas nos grupos GC, ML, ML+Micro
e ML+Nano.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

5 DISCUSSAO

O uso das membranas de latex para aprimoramento do reparo de tecidos moles
€ bem conhecido na literatura, suas vantagens de custo, acessibilidade e manufatura,
aliados a versatilidade do biomaterial impulsionaram sua utilizagdo em estudos na
dinamica do reparo 6sseo e, mais atualmente, em pesquisas com funcionalizagao por
meio de incorporacao de outros biomateriais. A possibilidade de utilizar a membrana
de latex como sistema de entrega incorporando outras substancias, sejam
bioceramicas para potencializar o processo de reparo 6sseo ou medicamentos para
melhora fisioldgica, justifica estudos relacionados ao seu potencial de agdo na ROG
(HERCULANO et al., 2009, 2010, 2011).

O emprego das membranas €& baseado na propriedade biolégica de
osteopromocédo. A ROG tem sido uma técnica bem estabelecida no meio cirurgico
para a correcao de defeitos dsseos. A seletividade obtida com uso de membranas ou
barreiras biolégicas permite que a area do defeito seja povoada predominantemente

por células osteogénicas, buscando assim, o melhor reparo ésseo (DAHLIN;
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ALBERIUS; LINDE, 1991; DAHLIN et al., 1994; LINDE et al., 1993; MOURA et al.,
2014). Neste estudo, durante o periodo de analise, mediante o tamanho do defeito
criado, observou-se que somente a membrana n&o foi o suficiente para promover o
reparo total da area osteotomizada. Supde-se que o limite funcional de
osteopromocédo da membrana foi extrapolado e para o fechamento total do defeito no
tempo definido de 8 semanas no modelo experimental de calvaria de coelho seria
necessario o acréscimo de biomateriais osteocondutores que auxiliem como scaffold
conduzindo o reparo no interior do defeito. Porém a membrana mostrou-se um
biomaterial util para ROG, uma vez que atendeu as caracteristicas desejaveis as
membranas: biocompatibilidade, propriedades de oclusao celular, integracao pelos
tecidos hospedeiros, capacidade de gerenciamento clinico e capacidade de manter o

espaco da area cirurgica sem colabamento.

O defeito de tamanho critico tem sido usado como modelo experimental para
avaliar a eficacia de biomateriais recém desenvolvidos. Defeitos cranianos sé&o
amplamente utilizados em estudos com biomateriais, sendo o coelho comumente
utilizado em experimentos com animais em pesquisas em saude, pois tem maior
similaridade como o reparo em tecidos 6sseos humanos, quando comparado com
modelo experimental em ratos. O reparo do defeito de tamanho critico deve ser
avaliado, correlacionando o tamanho do defeito com o periodo de reparo, bem como
a quantidade e a qualidade do tecido 6sseo reparado. No presente estudo, a utilizagao
de coelhos como modelo experimental foi de grande valia, pois foi possivel realizar 4
defeitos no mesmo animal, reduzindo tempo operatorio, custos e erros de observagao
entre os individuos analisados, além de serem facilmente manuseados e
apresentarem alto indice de remodelacdo 6ssea. (ANDRE et al., 2022; CARLISLE et
al., 2019; LI et al., 2015; LIU et al., 2020). Nesses modelos experimentais em que ze
tem utilizado esse tamanho de defeito 6sseo, biomateriais de enxertia tém sido
associados a técnica de regeneragcado 0ssea guiada para promover o reparo total da
area cirurgica. Como o intuito do estudo foi avaliar o potencial da membrana
funcionalizada no auxilio ao reparo 6sseo, optou-se por ndo associar enxertia de
biomateriais, dessa forma, supde-se que o uso da membrana de latex isoladamente
com ou sem incorporacado de B-TCP nao foi capaz de promover o reparo total do

defeito critico.
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Ereno et al. (2010) em seu estudo através de modelo in vivo de defeitos de
tamanho critico criados na calvaria de coelhos encontrou maior formagao de tecido
0sse0 nos animais pertencentes aos grupos que utilizaram membranas de latex,
quando comparado com ao grupo sem membrana indicando resultados promissores
em procedimentos de ROG (ERENO et al., 2010). Corroborando com os achados
observados no presente estudo em que os maiores valores de area 6ssea neoformada
foram encontrados nas amostras em que os defeitos foram tratados com membranas

de latex com e sem incorporagao de B-TCP.

Em analise as laminas histologicas, observou-se que a membrana de latex
manteve sua integridade morfoldgica e serviu como “tenda”, ndo colabando e isolando
o defeito do tecido mole circundante, mantendo o espaco contra a pressao dos tecidos
moles adjacentes, condi¢ao esséncia para que a osteopromog¢ao e consequentemente
o reparo ocorra de maneira adequada (DIMITRIOU et al., 2012; HONG et al., 2021).
Moura et al. (2014) observaram em seu estudo que as membranas de latex
permaneceram integras durante todo o experimento. Nao foram observados sinais de
inflamacao ou reagdes alérgicas nos tecidos em contato com as membranas e que
apresentaram desempenho semelhante as membranas de PTFE (MOURA et al.,
2014). Igualmente, no presente estudo ndo foi observado reacgéo inflamatodria
exacerbada, os tecidos circundantes cicatrizaram satisfatoriamente e as membranas

permaneceram integras até o final do estudo.

A estrutura do material tem relagdo direta com a regeneragéo tecidual. A
estrutura microporosa favorece a sobrevivéncia celular por suportar as necessidades
de transporte de massa necessarias para nutricao, adesao e migracao, além de poros
com mais de 300 pym otimizarem a neovascularizagdo. Por outro lado, materiais na
escala nanométrica podem melhorar a propriedade regenerativa dos scaffolds, pois
sugere-se que reforcam a osteoindugao e a estabilidade mecanica, além de influenciar
positivamente na porosidade, médulo de compressao, perfil de adsorgcao de proteinas
e afinidade na adesado de osteoblastos (LOU et al., 2015). Corroborando com os
resultados obtidos nesse estudo em que os defeitos tratados com membranas
incorporadas com B-TCP nas escalas micro e nanométricas apresentaram melhor

reparo que os do grupo controle e membrana de latex sem incorporacgao.

As membranas de latex foram introduzidas recentemente para reparagao

Ossea, uma vez que apresentam a caracteristica fisica de liberagdo de medicamentos
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e atua como barreira bioldgica, por este fato foi utilizada primeiramente em processo
de reparo tecidual em feridas cutaneas diabéticas, queimaduras e técnicas
regenerativas na medicina veterinaria. Dentre as propriedades presentes na
membrana de latex, a capacidade de estimular a angiogénese também tem motivado
as pesquisas com seu uso na ROG. A angiogénese € uma das etapas fundamentais
na fase proliferativa da reparacao de feridas. Os novos vasos participam da formagao
do tecido de granulagdo e do suprimento de nutrientes e oxigénio para o tecido em
crescimento (MOURA et al., 2014; NASCIMENTO et al., 2014; PEGORIN et al., 2021).
Neste sentido poderia-se obter uma maior proliferagao tecidual, migracao celular,
maior presenga de vasos sanguineos com migracao de macrofagos e células de
defesa para proporcionarem maior modulagdo do reparo. Outrossim, € que a maior
quantidade de defeitos criados na calvaria diminui o aporte sanguineo na regido, que
ficaria reduzido a regido mais lateral dos ossos cranianos, e ao osso altamente

corticalizado da sutura mediana.

Os resultados obtidos por meio da microscopia eletrbnica de varredura da
superficie das membranas evidenciaram a presenca de 3-TCP sobre as membranas
em ML+Micro e ML+Nano assim como em seu interior, a identidade dessas particulas
foi confirmada utilizando a técnica de EDS acoplada ao MEV, constatando a presenca
dos elementos quimicos Ca e P. Sendo assim, esperava-se que os defeitos tratados
com as membranas funcionalizadas com a bioceramica na escala nanométrica
apresentassem melhor taxa de reparo quando comparado aos outros tratamentos
(ML+Micro), considerando que haveria uma maior biodisponibilidade do biomaterial
devido a sua maior incorporacao por area da membrana, fato que foi corroborado com
os resultados da analise do percentual de area de osso neoformado (BORGES et al.,
2015; BORGES et al., 2017MIRANDA et al., 2017).

A incorporagdo de biomateriais em membranas tem sido um método muito
difundido para potencializar o processo de neoformagéo 6ssea. Nesse estudo houve
incorporagao do B-TCP nas escalas nanométrica e micrométrica. O B-TCP é uma
estrutura do fosfato de calcio que apresenta biocompatibilidade, boa solubilidade para
absorcao pela matriz 6ssea e atividade de osteoindugdo e possivel osteocondugao
(COSTA et al., 2016; RODRIGUEZ-CHANFRAU, 2020; RODRIGUEZ-CHANFRAU et
al., 2020). O B-TCP como biomaterial é altamente biocompativel e possivelmente

osteoindutor, sendo, portanto, indicado para o preenchimento de cavidades 6sseas
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(SCHMIDT et al., 2019). A possibilidade de incorporar bioceramicas as membranas
de latex € uma nova alternativa para auxiliar o reparo 6sseo, pois dessa forma é
possivel associar as propriedades osteopromotoras do latex as osteocondutivas e

possiveis osteoindutivas do fosfato de calcio.

Os parametros microtomograficos tridimensionais mostraram que as
membranas funcionalizadas testadas e comparadas neste estudo apresentaram
resultados superiores quando comparadas a GC e ML; tendéncia justificada pela
atuacdo da membrana nos periodos iniciais do reparo, condigdo que proporcionou
maiores areas de osso neoformado com uma qualidade morfolégica melhorada. Nos
parametros BV (volume ésseo) e BV/TV (percentual de volume 6sseo) os defeitos
tratados com membranas incorporadas com B-TCP tiveram melhores resultados no
reparo 6sseo nos periodos de 2 e 4 semanas, sugerindo-se que 0s periodos iniciais
do reparo podem ter sido melhorados pela atuagdo da membrana, assim como
Andrade et al. (2011) destacaram em seu estudo em que compararam a cicatrizagao
obtida com biomembranas com o processo de cicatrizagao natural, e observaram que
a membrana de latex melhora a fase inflamatéria mediada pelo estresse oxidativo e
consequentemente influencia os processos de angiogénese e fibroplasia (ANDRADE
etal., 2011).

Na analise histologica dos tecidos corados com HE, com evidéncia de valores
de neoformacao de tecido 6sseo, nos dois primeiros periodos experimentais (14 e 28
dias), ML+Micro e ML+Nano obtiveram os melhores resultados entre os grupos e
semelhantes entre si, evidenciando a efetividade das membranas tratadas, tanto no
periodo inicial por meio da osteopromogao por ela exercida, na manutencao do
espaco reparacional e na melhora da angiogénese, como nos efeitos ostecondutores
propiciados pela presenca B-TCP. No entanto no ultimo periodo, observa-se um
aumento nas meédias dos outros grupos, devido ao tempo transcorrido, e uma

diminuigéo dos valores de AON no em ML+Micro.
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6 CONCLUSAO

A membrana de latex mostrou-se biocompativel, permitindo neoformacéao
Ossea na periferia dos defeitos criticos. A incorporagao de B-TCP nas escalas micro e
nanomeétrica as membranas de latex potencializou sua propriedade bioldgica de

osteopromogédo permitindo maiores niveis de neoformagéo éssea.
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