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FERRIOLLI, S. C. Avaliacdo do processo de reparo em defeitos criticos de
calvaria de ratos com uso de duas membranas de cortical 6ssea bovina com
diferentes espessuras. Andlises histologica e histométrica. 2020. 46 f. Trabalho
de Concluséo de Curso (Graduacao) — Universidade Estadual Paulista, Faculdade de

Odontologia, Aragatuba, 2020.
RESUMO

O uso de membranas que auxiliem no processo de regeneracéo 6ssea guiada (ROG)
€ também uma vertente dos estudos de biomateriais compativeis que auxiliam nesse
processo de reparo. O objetivo do trabalho foi avaliar e comparar por meio de estudo
microscoépico histolégico e histomorfométrico o potencial de regeneracédo 6ssea de
membranas de origens e espessuras diferentes em defeitos criticos criados em
calvaria de ratos. Para realizar a pesquisa, foram utilizados quarenta e oito ratos
Albinus Wistar divididos em quatro grupos, (n = 12): GC — grupo livre de membrana
(somente coagulo, controle negativo); BG — grupo membrana de colageno porcino,
(Bio-Gide® - controle positivo); GD — grupo membrana de cortical 6ssea bovina mais
delgada (Gen-Derm® - grupo teste 1) e GDF - grupo membrana de cortical 6ssea
bovina mais espessa (Gen-Derm Flex® - grupo teste 2). As eutanasias foram
realizadas nos periodos experimentais de 30 e 60 dias pés operatorios. Os dados
guantitativos da andlise histométrica foram submetidos aos testes de ANOVA 2-
fatores e poés teste Tukey p<0.05; intervalo de confianca 95%. Os resultados
histomorfométricos da membrana de cortical 6ssea bovina mais espessa (GDF) aos
30 e 60 dias foram promissores, demonstrando 6tima capacidade de neoformacéo
0ssea (p<0.05). O grupo GD apresentou resultados inferiores em ambos periodos
experimentais, sendo superado pelos grupos BG e GDF (p>0.05), contudo, também
auxiliou no processo de ROG. No entanto, todas as membranas estudadas nesta
pesquisa promoveram a ROG, sendo que esse processo foi melhor nos grupos

controle positivo e test 2.

Palavras-chave: Biomateriais. Regeneracdo Ossea Guiada. Membranas absorviveis.



FERRIOLLI, S. C. Evaluation of the repair process in calvaria defects corrected
by rats using two bovine cortical bone membranes with different thicknesses.
Histological and histometric analyzes. 2020. 46 f. Trabalho de Conclusao de Curso
(Graduacéo) — Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Odontologia, Aracatuba,
2020.

ABSTRACT

The use of membranes that assist in the guided bone regeneration process (ROG) is
also an aspect of studies of compatible biomaterials that assist in this repair process.
The objective of the work was to evaluate and compare, through microscopic
histological and histomorphometric study, the potential for bone regeneration of
membranes of different origins and thicknesses in critical defects created in rat
calvaria. To carry out the research, 48 Albinus Wistar rats were used, divided into four
groups, (n = 12): CG - group without a membrane (only clot, negative control); BG -
porcine collagen membrane group, (Bio-Gide® - positive control); GD - thinner bovine
bone cortical membrane group (Gen-Derm® - test group 1) and GDF - thinner bovine
bone cortical membrane group (Gen-Derm Flex® - test group 2). Euthanasias were
performed in the experimental periods of 30 and 60 days after surgery. Quantitative
data from histometric analysis were submitted to 2-factor ANOVA and Tukey's post-
test p <0.05; 95% confidence interval. The histomorphometric results of the thicker
bovine bone cortical membrane (GDF) at 30 and 60 days were promising, showing
excellent bone neoformation capacity (p <0.05). The GD group showed lower results
in the two experimental periods, being surpassed by the BG and GDF groups (p> 0.05),
but it also helped in the ROG process. However, all membranes studied in this
research promoted ROG, and this process was better in the positive control and test 2

groups.

Keywords: Biomaterials. Guided bone regeneration. Absorbable membrane.
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1 INTRODUCAO

O interesse em realizar técnicas cirargicas que corrigissem defeitos 6sseos dos
rebordos alveolares e superar as contra-indica¢des as proteses implanto suportadas
tiveram seu inicio no fim da década de 80 inicio da década de 90. As técnicas
propostas incluiam aumento vertical de rebordo com enxerto autégeno retirado de
crista iliaca tanto para reconstru¢cdes de maxila quanto de mandibulas atréficas,
levantamento de seios maxilares, enxertos onlay, para aumento em espessura ou
técnicas de divisdo da crista e plastia da extenséo alveolar.}> Nesse mesmo periodo
a técnica de regeneracao 6ssea guiada (ROG) utilizando-se as membranas, com base
nos casos relatados e de estudos clinicos a curto prazo da regeneracdo em defeitos
0sseos em pacientes com implantes passaram a ser discutidos e realizados com

frequéncia.3®

Certamente o0 uso das membranas para pacientes com implantes foi
desencadeada pela aplicacéo clinica da regeneracdo periodontal conhecida como
regeneracao tecidual guiada (RTG), que teve seu inicio nos anos 80 com Nyman et
al.'2 O objetivo do uso dessas membranas foi demostrado por varios estudos em
animais que documentaram a possibilidade de selecionar células de determinados
tecidos e impedir que células de outros tecidos repopulassem uma ferida.%1!
Posteriormente, estudos foram realizados com o0 uso de membranas para a
regeneracao apenas de tecido 6sseo, sendo esse processo denominado regeneracao
6ssea guiada (ROG).1?

Um dos primeiros trabalhos a estudarem esse processo foi descrito por Dahlin
et al.!® que avaliaram o potencial de regeneracdo 6ssea utilizando membranas em
defeitos previamente criados e preenchidos por tecido conjuntivo fibroso. Apés 12
semanas tal tecido foi removido e os defeitos foram recobertos com membranas. Apos

seis semanas, todos os defeitos estavam preenchidos por tecido dsseo.

A técnica denominada de Regeneracdo Ossea Guiada (ROG), se baseia no
conceito de osteopromocao e é caracterizado pelo uso de meios fisicos para promover
um selamento de um local anatdmico. Esse selamento serve para prevenir que outros

tecidos, principalmente o tecido conjuntivo, invadam a regido uma vez que sua
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formacao é mais rapida que a do tecido 0sseo, interferindo na osteogénese. A ROG

também auxilia no direcionamento da formacéo éssea.!?

Desta forma a membrana € colocada em contato direto com o defeito 0sseo
circundante posicionando o peridsteo sobre a mesma. A literatura mostra que certos
tecidos no interior do organismo possuem potencial bioldégico para regeneracao,
sempre que exista um ambiente adequado durante a cicatrizagdo.'* As principais
indicacdes do uso das membranas biolégicas em processos de ROG sé&o: correcao
de rebordos edéntulos ou defeitos residuais'®; alvéolos apés exodontias'®; deiscéncia
e fenestracdes apos colocacado de implantes mediatos e imediatos.’

Para neoformacao 6ssea ser completa pela ROG, devem existir as seguintes
condicoes: fonte de células osteogénicas (0sso viavel adjacente ao defeito); fonte
adequada de vascularizacdo; o local da ferida deve permanecer mecanicamente
estavel durante a cicatrizacdo, ja que os micromovimentos poderdo influenciar no
tecido a ser formado, deve existir um espaco apropriado entre a membrana e a
superficie 6ssea, impedindo o colapso da membrana neste espaco (sendo este
espaco critico) e desta forma que este seja preenchido por um coagulo sanguineo, ja
gue 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.!®

Para criacdo e manutencdo do volume desse espaco bem como de uma
geometria adequada, a membrana deve suportar seu peso e resistir a pressao dos
tecidos adjacentes e forcas externas, como a mastigacdo. O colapso da membrana
esta diretamente relacionado com a eliminag¢do do espaco. A manutencdo do espacgo
durante todo processo de cicatrizacdo depende, também, da integridade fisica da
membrana. Uma membrana deve ter rigidez suficiente (memdaria), para criar o espago,
entretanto deve também adaptar-se ao contorno 6sseo, permitindo que retorne a sua
forma, jA& que o mesmo n&o possui memoria. Quanto melhor a adaptacdo da

membrana, mais completa sera a regeneracgédo.®

Segundo Andrade-Acevedo et al.'! os problemas mais frequentemente

associados a ROG e uso de membranas séo: colapso total ou parcial da membrana,
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exposicdo da membrana por deiscéncia do tecido mole (infec¢éo local); baixo nivel de
habilidade técnica do profissional. Entre as possibilidades existentes no mercado de
membranas temos as absorviveis e ndo absorviveis. As primeiras membranas para
ROG foram as nao reabsorviveis. Elas requeriam uma cirurgia subsequente para
remové-las e eram frequentemente associadas a exposi¢cao, que consequentemente
arriscava o sucesso clinico.?° Atualmente, o material de membrana mais pesquisado
e utilizado em procedimentos de ROG é constituido por uma estrutura
especificamente formada por politetrafluoretileno expandido (e-PTFE), que ndo pode
ser quebrada quimicamente em condicdes fisiol6gicas. Apesar da alta previsibilidade
de regeneracdo 6ssea com utilizacdo de membranas de e-PTFE, a principal
desvantagem € que sua exposi¢do pode causar contaminacdo bacteriana. A reacao
inflamatéria da area pode levar a necessidade de remocéo precoce da membrana.?!
Vérios autores tém relatado uma reducéo na quantidade de 0sso regenerado nessas

situacdes.?23

Com relacdo as membranas absorviveis, estas devem sofrer reabsorcao e
degradacdo macromolecular por meio da associacdo de hidrélise e degradacéo
enzimatica, processo que ocorre na presenca de enzimas como a fosfatase 4cida e
colagenase. A biorreabsorcéo requer total eliminacdo dos produtos da degradacao
sem efeitos residuais locais.?* Estas membranas foram criadas no intuito de eliminar
um segundo tempo cirdrgico. Além disso, esses biomateriais tém sido alvo de intensa
investigacdo. Uma nova geracdo de membranas constituidas de copolimero de

polilactico e poliglicélico e as de acido polilactico estdo sendo estudadas.?®

A natureza fisica e a quantidade de fragmentos gerados por degradacdo por
hidrolise podem ter um efeito significativo na resposta tecidual local, podendo conduzir
a uma reabsorcdo 6ssea.?® Assim muitos fatores podem interferir na biodinamica
0ssea e no reestabelecimento do arcabouco 6sseo e a forma de acdo desses fatores
irdo interferir diretamente no reestabelecimento do tecido 0sseo neoformado assim

como nos resultados estéticos-funcionais.2®

Em 2004, Oliveira et al.?’ realizaram um trabalho com uma membrana
absorvivel de cortical de osso bovino mostrando ser bem tolerada pelos tecidos e
completamente reabsorvida depois de 30 a 60 dias por células mono e multinucleadas

gue desaparecem ao final do processo. Recentemente foi langado no mercado uma
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membrana de cortical bovina com uma diferenga de espessura com a finalidade de
melhorar o processo de ROG. Assim, este trabalho teve como objetivo estudar a agéo
osteopromotora de 3 tipos de membranas existentes, baseado na metodologia da

confeccdo de defeitos criticos provocados em calvaria de ratos.?®
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2 PROPOSICAO

A proposta deste projeto foi avaliar por meio da analise histologica e
histomorfométrica o potencial de osteopromocao de 2 diferentes tipos de membranas:
GemDem® (membrana cortical 6ssea bovina delgada) e GemDerm Flex® (membrana
de cortical 6ssea bovina mais espessa), comparadas com a membrana de colageno
porcino Bio-Guide® no processo de regeneracéo éssea guiada instaladas em defeitos
0sseos criticos de calvérias de ratos aos 30 e 60 dias.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este projeto foi aprovado pelo comité de Etica em Animal processo FOA:
00217-2016 e seguiu as orientacdes do ARRIVE Guidelines. (Anexo A e B)

Para o desenvolvimento deste projeto, foi utilizado um total de 48 ratos (Rattus
novergicus albinus, Wistar), machos, adultos (3 a 4 meses), com aproximadamente
200g a 300g, os quais seréo divididos em quatro grupos (n=12 por grupo), submetidos
a eutanasia em dois periodos experimentais, aos 30 (n=6) e 60 (n=6) dias apds a
cirurgia. Estes animais foram mantidos em gaiolas (3 animais por gaiola), e
alimentados com ragéo balanceada (NUVILAB, Curitiba PR, Brasil) contendo 1.4% Ca
e 0.8% P e 4gua ad libitum no Biotério da Faculdade de Odontologia do campus de
Aracatuba— UNESP.

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

calvaria (8mm), como discriminado a seguir:

o GRUPO CG (Controle Negativo) — n=12: O defeito 6sseo critico sera
preenchido com coagulo sanguineo sem o recobrimento do defeito, sendo 6 ratos
submetidos a eutanasia em cada periodo para a analise (30 e 60 dias ap0s a cirurgia).
o GRUPO BG (GONTROLE POSITIVO) (Bio-Guide® Geistlich Wolhusen,
Switzerland) - n=12: O defeito 6sseo critico sera preenchido com coagulo sanguineo
e sobre o defeito colocado uma membrana de colageno porcino, sendo 6 ratos
submetidos a eutanasia em cada periodo para a analise (30 e 60 dias ap0s a cirurgia);
o GRUPO GD (teste 1) — (Gem-Derm® Baumer, Mogi Mirim/SP, Brasil) - n=12: O
defeito 0sseo critico sera preenchido com coagulo sanguineo e sobre o defeito uma
membrana de cortical 6ssea bovina delgada, sendo 6 ratos submetidos a eutanasia
em cada periodo para a analise (30 e 60 dias apds a cirurgia).

o GRUPO GDF (teste 2) — (Gem-Derm Flex® Baumer, Mogi Mirim/SP, Brasil) —
n=12: O defeito 0sseo critico sera preenchido com coagulo sanguineo e sobre o
defeito colocado uma membrana de cortical 6ssea bovina espessa, sendo 6 ratos

submetidos a eutanasia em cada periodo para a andlise (30 e 60 dias ap0s a cirurgia).

A divisdo dos grupos experimentais foi realizada pelo método de randomizacao

com loteria manual, no qual, em um envelope, foram colocados 48 papeis com a
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nomenclatura de cada grupo. Sendo assim, o0s animais foram sorteados

aleatoriamente.

Cirurgia Experimental

Os animais foram mantidos em jejum pré-operatério de doze horas e
submetidos a sedacdo por meio da administracdo via intramuscular, com Cloridrato
de Ketamina (Francotar — Vibrac do Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil) associado a
Xilazina (Rompum — Bayer AS — Saude Animal, Sdo Paulo, Brasil), na dosagem de
0,7ml/Kg e 0,3ml/Kg, respectivamente. Foi adotado um rigoroso protocolo asseptico,
incluindo a esterilizacdo do instrumental utilizado, delimitacdo da area a ser operada
com campos estéreis, uso de aventais e luvas cirargicas estéreis. Todos o0s
procedimentos cirargicos foram realizados na sala cirargica 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%,
Riodeine Degermante, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto), associado ao PVPI tépico
(PVPI 10%, Riodeine, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto) e aposicdo de campos

estéreis.

Foram realizadas incisdo em V no sentido occipito-frontal de aproximadamente
2cm, com lamina n° 15 (Feather Industries Ltda, Tokyo, Japdo) montada em cabo de
bisturi n° 3 (Hu-Friedy, Alemanha) e o descolamento total do retalho com descolador
tipo Molt (Hu-Friedy, Alemanha). Em seguida com auxilio de broca trefina de 7mm de
diametro interno (3i Implant innovations, Inc., Palm Beach Gardens, EUA) acoplada
em baixa-rotagdo sob irrigagdo abundante com solugdo de cloreto de sodio 0,9%
(Darrow, Rio de Janeiro, Brasil), foi confeccionado um defeito cirargico critico de 8mm
de diametro,?® na por¢do central da calvaria envolvendo a sutura sagital, mantendo-
se a integridade da dura-mater (Figura 01). De acordo com 0s tratamentos propostos
em cada grupo, os defeitos foram preenchidos. Grupo GC somente com coagulo
sanguineo e os demais grupos preenchidos com coagulo sanguineo e sobre o defeito
colocado uma membrana de colageno porcino para o grupo BG (Bio-Guide® — n=12),
com uma membrana de cortical bovino delgada para o grupo GD (Gem-Derm® - n=12)
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e com a membrana de cortical bovina mais espessa para o grupo GDF (Gem-Derm
Flex® - n=12) (FIGURA 02)

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

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

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

FIGURA 1 - A. Acesso cirargico a calvéaria. B. Retalho de espessura total descolado
expondo a calvaria do rato. C. Defeito 6sseo de 8mm de didmetro criado no centro da
calvéria envolvendo a sutura sagital ja com aremocao da cortical da regiéo de calvéria

Fonte: Elaborada pelo autor (2020)
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FIGURA 2 Defeito critico de 8mm. A Coagulo. B. Controle Positivo -Membrana de
colageno porcino (Bio-Guide® Geistlich Wolhusen, Switzerland). C. Grupo
Experimental 1 -Membrana de cortical bovina (Gem Derm® Baumer, Mogi das
Cruzes/SP) D: Grupo Experimental. 2- Menbrana de cortical bovina espessa (Gem
DerM® Flex Baumer, Mogi das Cruzes/SP)

Grupo Controle Grupo Controle Positivo ~ Grupo Experimental 1~ Grupo Experimental 2

DA¥I®.

GenDerm Flex
Cod. 983.M

wmm-nm
Qud. un I

Fonte: Elaborada pelo autor (2020)

A eutanasia dos animais ocorreu nos periodos de 30 e 60 dias pos-operatorios
por meio de dose excessiva de anestésico. As calvarias dos ratos foram removidas e
fixadas em solucédo de formaldeido 10% durante 48 horas, lavadas em agua corrente
por 24 horas, descalcificadas em EDTA 20% por 5 semanas, desidratadas em
sequéncia de alcoois e diafanizadas. Posteriormente, as calvarias foram cortadas ao
meio no sentido longitudinal, separando os defeitos 6sseos (figura 3). As pecgas
obtidas foram incluidas em parafina separadamente e receberam cortes de 6um de
espessura sendo assim, montadas em laminas histolégicas para realizar a coloracao

em hematoxilina e eosina (HE) (figura 4).
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FIGURA 2 - Cortes histolégicos panoramicos corados em eosina e hematoxilna,
mostrando a &rea total do defeito com uso de membranas (Bio-Gide, Gem Derm, Gem
Derm Flex e codgulo). Aumento original de 6,3X

Fonte: Elaborada pelo autor (2020)

FIGURA 3 - Corte longitudinal obedecendo a margem de seguranca ao redor de todo o
defeito, separando-o. Obs: Defeito 6sseo em duas partes iguais para a inclusao em
parafina no mesmo bloco

Fonte: Elaborada pelo autor (2020)

3.1 Analise Histologica/Histomorfométrica

ApoOs as laminas serem coradas com HE (Merck & Co., Inc.) as mensuracdes
foram realizadas utilizando um microscopio Optico (LeicaR DMLB, Heerbrugg,
Switzerland) acoplado a uma camera de captacdo de imagem (LeicaR DC 300F
microsystems ltd, Heerbrugg, Switzerland) e conectado a um microcomputador
Pentium Ill com um software analisador de imagens digitalizadas ImageLab 2000
(Software de Processamento e Analise de Imagens, Ontario, Canada). As imagens
digitalizadas foram gravadas em arquivos JPEG para serem posteriormente
analisadas e foram projetadas na tela de um monitor Samsung (SyncMaster 3Ne, 15

polegadas).

Foi avaliada a area de tecido 0sseo presente na regido central dos defeitos
0sseos. Os dados obtidos nas analises foram transformados em valores absolutos, de
pixels, para valores porcentuais relativos, de modo a minimizar a interferéncia da

diferenca do tamanho do negativo.
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Todos os testes foram realizados no programa estatistico Sigma Plot 12.3
(Systat Software, Inc., San Jose alifornia, USA). 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
interacdes “membranas versus periodos”. Todas as interagdes mostraram alteracdes
significantes estatisticamente (p<0,05). Adicionalmente, para a identificacdo precisa
das alteracdes estatisticas, o pos-teste Tukey foi aplicado, em que para todos 0s

testes, o nivel de significancia de 5 % foi considerado.
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4 RESULTADOS
4.1 Avaliacao morfoldgica (microscépica)

Os resultados foram avaliados por meio de microscopio Optico com

padronizacao da leitura das laminas para todos os grupos (Figuras 05 e 06 A e B).

FIGURA 4 - Corte representativo de 6 um de cada bloco de parafina, jA montados em
laminas para anélise

Coagulo

GenDerm®

GenDerm

Bio Gide®

Fonte: Elaborada pelo autor (2020)
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FIGURA 5 - Seccdo panoramica histolégica corada com Hematoxilina e Eosina. As
imagens mostram a &rea central do defeito de cada grupo (GD), (GFD) e (BG) em uma
magnificacdo de 25x para os tempos de 30 (A) e 60 (B) dias, respectivamente

A 30 dias

’,—~~

Fonte: Elaborada pelo autor (2020)
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B 60 dias

-

Fonte: Elaborada pelo autor (2020)

Grupo GC (controle negativo)

30 dias: Neste periodo o Grupo Coagulo apresentava uma area 6ssea neoformada
maior proximo aos cotos do defeito. O espaco entre estes estava preenchido por um
tecido conjuntivo frouxo ndo modelado. Observa-as areas de osteotomia com 0s cotos
0sseos esquerdo e coto direito com discreta neoformacao 6éssea em suas margens.
Ao centro do defeito critico, entre 0s cotos, é possivel notar auséncia de neoformacao

O0ssea com o defeito 6sseo preenchido por tecido conjuntivo fibroso.

60 Dias: Nota-se uma maior aproximacdo dos cotos do defeito, contudo, sem o
fechamento do defeito, sendo o espaco preenchido por um tecido conjuntivo fibroso.

Grupo BG (Bio-Gide®- controle positivo)
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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). Na observacéo das laminas nota-se a presenca de neoformacao 0ssea
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.

60 Dias: Ha imagens da neoformac¢do 0ssea tanto no coto esquerdo quanto no coto
direito como centro do defeito eram as mesmas dos animais sacrificados com 30 dias,
mas com imagem mais nhitida de tecido 6sseo neoformado preenchendo praticamente
toda a cavidade. Verifica-se também a presenca de membrana remanescente, tecido

conjuntivo fibroso bem organizado.

Grupo GD - (Gen Derm® -teste 1)

30 dias: Area defeito ainda se encontra ndo reparado, com tecido 6sseo em
neoformagcdo em diregdo ao centro do defeito. As imagens em maior aumento

demostram areas de neoformacéo 6ssea ao redor dos fragmentos de membrana.

60 dias: Presenca de neoformacdo 6ssea em grande parte do defeito, mas sem o
fechamento completo do mesmo. Praticamente ndo se nota a presenca mais de

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

Grupo GDF (Gen-Derm Flex® - teste 2)

30 dias: Nota-se a presenca de uma neoformacao 0ssea a partir do coto em direcao
ao centro do defeito. O remanescente da membrana é observado na parte superior do
defeito sendo envolvida por tecido conjuntivo rico em fibroblastos e rico em
vascularizagdo. Junto ao coto 0sseo, observa-se presenca de tecido conjuntivo ainda
recoberto pela membrana. Na parte superior do defeito 6sseo nota-se a presenca da

membrana sendo envolvida por tecido 6sseo neoformado como também tecido 6sseo
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no seu interior Adjacente a superficie externa da membrana, pode-se observar
algumas células gigantes, e entre a membrana e o tecido 6sseo neoformado, observa-
se tecido conjuntivo desenvolvido e fibroblastos dispostos paralelamente a membrana.

Foi possivel verificar em alguns espécimes o fechamento do defeito.

60 Dias: Junto ao coto uma neoformacao grande 6ssea com a presenca ainda de
remanescente de membrana totalmente envolvida por tecido 6sseo no seu interior e
exteriormente por tecido conjuntivo fibroso. No centro do defeito em grande parte dos
espécimes foi observado o fechamento do defeito, contudo encontramos espécimes
onde o defeito ndo foi fechado. Ainda em maior aumento pode-se observar a presenga

de células gigantes junto ao remanescente de membrana

4.2 Analise histométrica

Na andlise histométrica, para a evolugdo cronoldgica, fator tempo (30 e 60 dias) do
reparo 6sseo, sendo essa analise intra grupo, apenas o grupo GDF demonstrou diferenca
estatistica significante (pos teste Tukey p = 0.021). Os outros grupos ndo demonstraram
diferenca estatistica: GC (p=0,645); BG (p=0,896) e GD (p=0,442) porém, nesse ultimo, um
potencial de neoformacéo 6ssea pode ser observado. Para a andlise inter grupos, o grupo
GDF demonstrou o melhor resultado para a neoformacdo 6ssea comparados com 0 grupo
controle positivo (pos teste Tukey p=0,01). Os grupos GD e CG nao demonstraram diferenca

estatistica entre si (p=0,560).

Independente do periodo analisado (30 e 60 dias), os maiores valores de AON
foram observados para o grupo GDF, com resultados similares ao grupo BG, seguidos
do grupo GD e GC.

(Genderm Flex®>BG®>Genderm®> Coagulo) (p<0,05).
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GRAFICO 1 - Area de Osso neoformado para os grupos experimentais aos 30 e 60 dias
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Fonte: Elaborada pelo autor (2020)
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5 DISCUSSAO

O objetivo primario da ROG € a obtencdo de uma regeneracdo éssea bem
sucedida na area de defeito 6sseo com alta previsibilidade e baixo risco de
complicacBes. Secundariamente procura-se com a ROG obter um resultado bem
sucedido com menor namero de intervencdes cirdrgicas, baixa morbidade para o
paciente e um periodo de reparo diminuido. E notdrio que nos ultimos 20 anos,
progressos significativos ocorreram no desenvolvimento de técnicas e material para

gue a ROG ocorra de forma esperada.30-3!

Quando é realizado defeito controle (coagulo sem membrana), o processo de
reparo ocorre de forma padréo, ou seja, a formacdo Ossea fica restrita as margens
dos defeitos, sendo que o centro do defeito fica reparado por um tecido conjuntivo
fibroso. Quando uma membrana € utilizada, esta resulta em uma mudanca na
guantidade de 0sso e regeneracgao tecidual, ou seja, 0 espaco criado durante a cirurgia
separou 0 compartimento interno do externo, sendo que o interno preenchido
incialmente por coagulo sanguineo passa por um processo de cicatrizacdo e no final
h&a maior neoformacado 6ssea dos grupos onde a membrana foi utilizada em relacéo

ao grupo sem membrana.?

A questdo é: Existe diferencas no padrdo e na quantidade de neoformacédo
O0ssea com diferentes tipos de membranas? Atualmente existe no mercado uma
grande variedade de membranas para ROG. Para selecionar o material mais
adequado, estes deverdo estar baseados nas necessidades clinicas além de ter que
apresentar algumas caracteristicas basicas, entre elas a biocompatibilidade, ocluséao
celular, integracdo tecidual, formacdo e manutencdo do espaco, manejo clinico na

cirurgia e suscetibilidade limitada as complicagdes.3334

Pelo resultado obtido nesta pesquisa foi possivel observar que a membrana
denominada como grupo controle positivo (Bio-Gide®) manteve seu alto nivel de
atuacéao ja tdo bem descrito na literatura®>¢ em comparacéo as membranas testes. O
colageno apresenta muitas vantagens como biomaterial. Além de poder ser preparado
em diferentes formas como membranas, filmes e esferas, apresenta como
caracteristicas bioldgicas: nado-toxicidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade,

facilmente absorc¢édo pelo corpo e baixa antigenicidade.3":3®
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No entanto, seu custo de purificacdo € extremamente alto e, quando isolado,
apresenta alguma variabilidade quanto ao tamanho das fibras, impurezas e densidade
de ligacdes cruzadas que estabilizam a estrutura de suas fibrilas.®® Além disso, o
colageno causa alternancia no comportamento celular, sofre contracdo e suas
propriedades mecénicas sédo inadequadas, por isso devem ser manuseados com
cuidado.83° Qutro fator é a variabilidade do colageno dependendo da fonte, impurezas,
variabilidade na degradabilidade enzimatica e propriedades de manipulacéo

complexas.*0

Desta forma, buscar alternativas de materiais que possam assumir a fungéo de
barreira € importante. Os resultados obtidos nesta pesquisa tanto pelo grupo
experimental 1 (Gem-Derm®) como pelo grupo experimental 2 (Gem-Derm Flex®),
mostra que membranas de cortical bovina sdo adequadas para procedimentos de ROG
como também demonstrou Oliveira et al.?’ Este fato ficou demonstrado quando é
avaliada tanto a histologia quanto a histometria, resultado este que esta em
concordancia com os obtidos por Bernabé et al.** Contudo, ao analisar o grupo
experimental 1 e o grupo experimental 2 verifica-se que o primeiro obteve uma érea de
neoformacdo 6ssea menor quando comparado com o segundo grupo, que teve um
comportamento biolégico muito préximo ao do grupo controle positivo (BioGide®). Esse
fato foi refor¢cado pela imunoistoquimica que demostrou que na analise entre esses dois
grupos, ambos se comportaram de forma muito semelhante, tanto na comparacao da

osteopontina quanto da osteocalcina.

E importante lembrar que os processos de reparos sdo diferentes. No grupo
controle positivo (BioGide®), quando da presenca da membrana, ocorre neoformacéao
O0ssea em forma de grumos sugerindo reabsorcao parcial e penetracdo de tecido
0sseo, provavelmente devido a sua alta permeabilidade o que permite a penetragédo
de sangue no seu interior. Nao apresenta células gigantes, e o tecido conjuntivo é
menos celularizado e ha penetracéo de tecido no seu interior. Parece que ha maior
neoformacéo 6ssea nos grupos com um processo de reabsor¢cao mais rapida. Aos 30
e 60 dias houve fechamento de mais animais, parecendo que o volume Gsseo obtido
aos 30 dias é mantido até o final do processo de reparo aos 60 dias. Ja no grupo
experimental 2 (Gem-Derm Flex®), a neoformacédo dssea é mais progressiva dando a

entender que desempenhou o papel de barreira com manutencéo do espaco biologico.
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Pelas analises das laminas apresentou um processo de reabsorcdo mais lenta, e em
alguns animais foi possivel verificar a presenca da membrana quase na integralidade

aos 60 dias.

O fator espessura da membrana também parece interferir nos resultados de
ROG quando comparamos os dois grupos constituido de cortical bovina (grupo
experimental 1 e 2), variando somente a espessura. Foi possivel observar que o
grupo onde ha maior espessura da membrana de cortical bovina (grupo experimental
2), o processo de ROG foi mais efetivo quando comparado ao grupo de espessura
mais delgada (grupo experimental 1). Este fato pode estar relacionado a manutengéo
por mais tempo da integridade da membrana favorecendo o processo reparativo do

defeito 6sseo.

Desta forma, foi possivel verificar neste trabalho que a variacéo de espessura
influenciou significativamente nos resultados, uma vez que a membrana mais
espessa permitiu uma quantidade de tecido 6sseo neoformado maior que sua similar
mais delgada. Assim, parece que a oclusédo celular se tornou mais efetiva e com isso

os resultados foram mais adequados.
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6 CONCLUSAO

Dentro da metodologia empregada foi possivel concluir que as membranas
estudas nesta pesquisa promoveram a ROG em defeitos criticos em calotas de ratos.
O grupo controle positivo e 0 grupo experimental 2 obtiveram melhores
comportamentos biologico e maior indice de neoformacdo 6ssea no processo de
ROG.
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