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RESUMO

A regeneracdo 6ssea guiada (ROG) tornou-se uma pratica comum e importante na
Implantodontia. Para realizar a regeneracao de defeitos 6sseos é necessario o uso de
membranas que auxiliem neste processo, uma vez que sdo barreiras que evitam o
crescimento de tecidos indesejaveis nas areas de defeitos 6sseos. As membranas
absorviveis tém mostrado vantagens em relagdo as membranas ndo absorviveis,
entre as caracteristicas mais relevantes das membranas absorviveis estdo: o suporte
sanguineo (diretamente relacionado com a porosidade do material) e suporte
mecanico 0sseo que depende do tempo de reabsorcdo da membrana, sendo esta uma
vertente dos estudos de biomateriais que auxiliam nesse processo de reparo. Desta
forma, a busca por materiais apropriados continua. O objetivo dessa andlise foi avaliar
e comparar por meio de estudo histolégico, histomorfométrico, do processo de
regeneracao 0ssea guiada utilizando a membrana de coldgeno de derme porcina
(Collprotect Straumann®) em defeitos criticos criados em calvaria de ratos. Para isso,
foram utilizados 72 ratos Albinus Wistar divididos em 3 grupos, sendo 24 para cada
grupo: Grupo controle somente com coagulo; Grupo da membrana de colageno de
derme porcina (Collprotect Straumann®) e o Grupo da membrana colageno porcino.
Cada grupo constituido de 4 subgrupos de acordo com os tempos de estudo: 7, 15,
30 e 60 dias. Decorridos os periodos experimentais, as pecas foram processadas em
laboratorios e foram submetidas as analises histométricas e de perfil inflamatoério para
analise estatistico comparativo dos dados achados. A partir dos resultados obtidos,
pode-se observar no perfil inflamatério que a membrana CS apresentou
comportamento bioldgico inferior a membrana BG, com uma menor angiogénese e
maior quantidade de células inflamatorias. Assim como na analise da area de 0Sso
neoformado, ndo obtendo fechamento completo do defeito ao final dos periodos
experimentais, por mais que tenha tido comportamento superior ao grupo GC aos 30

e aos 60 dias. Dessa forma, conclui-se que ha uma necessidade de novos estudos



associando a membrana do grupo CS com biomateriais
osteoindutores/osteocondutores, que potencializem os resultados obtidos neste

estudo.

Palavras-chave: Biomateriais biodegradaveis. Membrana de colageno. Tecido

dsseo.
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ABSTRACT

Guided bone regeneration (ROG) has become a common and important practice in
Implantology. To perform the regeneration of bone defects it is necessary to use
membranes that assist in this process, since they are barriers that prevent the growth
of undesirable tissues in the areas of bone defects. Absorbable membranes have
shown advantages over non-absorbable membranes, among the most relevant
characteristics of absorbable membranes are: blood support (directly related to the
porosity of the material) and bone mechanical support that depends on the membrane
resorption time, being a strand of biomaterials studies that assist in this repair process.
In this way, the search for appropriate materials continues. The purpose of this analysis
was to evaluate and compare, through histological, histomorphometric study, of the
guided bone regeneration process using the porcine dermis collagen membrane
(Collprotect Straumann®) in critical defects created in rat calvaria. For this, 72 Albinus
Wistar rats were used, divided into 3 groups, 24 for each group: Control group with clot
only; Porcine dermis collagen membrane group (Collprotect Straumann®) and Porcine
collagen membrane group. Each group consisted of 4 subgroups according to the
study times: 7, 15, 30 and 60 days. After the experimental periods, the pieces were
processed in laboratories and submitted to histological and histomorphometric
analyzes, for comparative statistical analysis of the data found. From the results
obtained, it can be seen in the inflammatory profile that the CS membrane showed a
biological behavior inferior to the BG membrane, with less angiogenesis and greater
amount of inflammatory cells. As well as in the analysis of the newly formed bone area,
not obtaining complete closure of the defect at the end of the experimental periods, no
matter how much it behaved superiorly to the GC group at 30 and 60 days. Thus, it is
concluded that there is a need for further studies associating the membrane of the CS
group with osteoinductive/osteoconductive biomaterials, which enhance the results

obtained in this study.



Keywords: Biodegradable biomaterials. Collagen membrane. Bone tissue.
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1 INTRODUCAO

A odontologia reabilitadora tem tido crescente destaque nos ultimos tempos
principalmente no que se diz respeito a reabilitacdo com implantes osseointegraveis.
Apébs o procedimento cirdrgico de exodontia ou apds a perda do elemento dentério,
alteracgdes fisioldgicas do tecido 0sseo e tecidos moles ocorrem de forma progressiva
e inevitaveis. Durante o processo de reparo alveolar, a remodelacao tecidual resulta
em grande perda de volume 0sseo na regido do dente extraido, enquanto a crista
alveolar sofre reabsorcéo e remodelacdo; o que pode prejudicar ou até inviabilizar a
reabilitacdo com implantes. Além disso, existem fatores que podem influenciar na
reabsorcédo da crista, como: doenca periodontal, infec¢des, complicacdes trans e pos
operatorias e fraturas dentarias ou traumas dento-alveolar (ACEVEDO-ANDRADE et
al., 2014; CORTELLINI; PINIPRATO; TONETTI, 1993; GALANTE, 2014).

Assim, reconstruir essas regides nem sempre € facil, e entre as técnicas
reconstrutivas para ganho de volume 0sseo esta a Regeneracao 6ssea guiada (ROG).
Esse procedimento consiste no uso de membranas que atuam como uma barreira
fisica sobre o defeito 6sseo, podendo estar associada ou ndo a enxertos autégenos
e/ou biomateriais. As membranas, sendo elas absorviveis ou ndo absorviveis, tem
como principio a osteopromocao. Elas atuam mantendo o coagulo sanguineo dentro
do alvéolo durante o periodo de cicatrizacéo, impedindo que o tecido conjuntivo invada
a regido, uma vez que sua formacdo € mais rapida que a do tecido 6sseo; criando,
assim, espaco para o crescimento 6sseo (ACEVEDO-ANDRADE et al.,, 2014,
BECKER et al., 1992, 2009; OWENS; YUKNA, 2001; QUESADA; BRENNER;
FELTRACO, 2011).

Esse conceito tem sido utilizado por mais de 40 anos e permite a neoformacao
celular de um tecido desejado concomitante ao impedimento do crescimento de outros
tipos celulares indesejados (GALANTE, 2014; HERMANN; BUSER, 1996; MISH,
2011). Dahlin et al. (1988), iniciaram os primeiros estudos bilaterais, com defeitos
criados em mandibulas de ratos, demonstrando que o lado ndo protegido pela
membrana teve pequena ou nenhuma regeneracéo; enquanto que o lado protegido

pela membrana de teflon teve total regeneracao.
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As membranas podem ser classificadas em dois grandes grupos: membranas
absorviveis e ndo absorviveis. As ndo absorviveis sdo, basicamente, de PTFE
(politetrafluoretileno) e e-PTFE (politetrafluoretilieno expandido) e malhas de titanio.
Dentre as absorviveis existem dois grupos: os polimeros naturais com base de
colageno, derivados de diversas fontes, como as membranas de colageno porcino; e
0s poliésteres sintéticos alifaticos (ROTHAMEL et al., 2005). Ambos os tipos de
membranas possuem grande previsibilidade nas reconstrugbes alveolares,
periodontais e periimplantares, auxiliando na melhora do prognoéstico. Entre as
vantagens associadas as membranas absorviveis estdo a ndo necessidade de um
segundo tempo cirdrgico para sua remocao, possibilidade de uso em areas com baixa
qualidade gengival e, se expostas a cavidade bucal, muitas vezes ndo causam
intercorréncias (BECKER et al., 2009; BLUMENTHAL, 1993; BUSER, 2010).

O uso do colageno como matéria prima na fabricacdo de membranas
absorviveis é frequente e os resultados das pesquisas vem demonstrando que a
membrana de colageno possui bom desempenho clinico na reducdo da profundidade
de sondagem, ganho de insercdo clinica e preenchimento ésseo (BUNYARATAVEJ;
WANG, 2001; BUSER et al. 1995). Romeo e Chiapasco (2007) demonstrou que a
membrana de coldgeno tem propriedades vantajosas para ROG, principalmente no
que se diz respeito a biocompatibilidade com o tecido mole, hemostasia e facilidade

de uso; o que reafirma seus bons resultados.

Outra vantagem das membranas absorviveis é ter menos complicacdes na
linha de incisdo, mesmo que necessitem de incisdes maiores e, consequentemente,
tenha procedimento mais invasivo. Além disso, estudos demonstram induzirem maior
porcentagem de formacao tecidual, em comparacdo as membranas ndo absorviveis
(ACEVEDO-ANDRADE et al., 2014; BUSER, 2010; MISH, 2011; MILLER et al., 1996).
Sheikh et al. (2017), ao estudar o material que apresentou antigenicidade minima com
o tecido humano, entendeu ser as membranas absorviveis é a escolha ideal, posto
gue apresenta maior biocompatibilidade. Entretanto, também possui caracteristicas
desfavoraveis como a biodegradacdo rapida, caracteristica que vem sendo

aprimorada com uso e desenvolvimento de diferentes tecnologias.

A rapida biodegradacdo da membrana de colageno ocorre pela maior atividade

enzimatica de macrofagos, leucécitos polimorfonucleares e  bactérias
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periodontopaticas, o que resulta em uma baixa resisténcia da membrana ao colapso.
Quanto a isso, ela pode ser associada a enxertos 0Sseos COmo apoio e preservacao
de sua posicao original, auxiliando assim, a manutencao do volume. Acredita-se que
0s matérias de enxerto ésseo ndo s6 mantem 0 espaco, mas também atribuem
beneficios osteoindutores e/ou osteocondutores. Essa associacdo assim parece
melhorar resultados clinicos de defeitos de furca, quando comparado ao uso de
membranas isoladamente (BECKER et al., 2009; BUNYARATAVEJ; WANG, 2001,
BUSER et al., 1993; PARQUE et al., 2008).

Outro ponto relevante para utilizacdo de membranas diz respeito a formacao
0ssea, que depende de dois requisitos: o amplo suporte sanguineo e o suporte
mecanico, ja que os osteoblastos sintetizam a matriz 6ssea apenas nas proximidades
dos vasos sanguineos enquanto que a reducao na tensdo de oxigénio parece mudar
a expressao genética celular para o tecido fibroso e fibrocartilagem. Em contrapartida,
a formacdo do tecido 6sseo organizado requer superficie mecénica estavel (GE;
FENG; WANG, 2011). Segundo Buser (2010), quanto a relacdo das membranas
absorviveis com a formacdo de volume 0Osseo, o maior problema associado
frequentemente a ROG e ao uso dessas membranas, é novamente sua caracteristica
desfavoravel: a biodegradacéo rapida; sendo que essa falha de suporte mecanico
provoca perda do volume 6sseo, gerando insucesso na recuperacdo da estrutura

Ossea perdida.

Diante disso, € preciso atentar-se ao fato de que o amplo suporte sanguineo
esta relacionado a porosidade das membranas que, por sua vez, esta relacionado
com o tempo de biodegradacdo. Neste contexto, observa-se atualmente que existe
uma ampla variedade de membranas absorviveis, naturais ou de outras origens, com
diferentes tamanhos de poros e, consequentemente, distintos tempos de reabsorcao.
Dentro desse universo existem as membranas de colageno porcino, tipo | e Ill, mais
densas e menos porosas, a exemplo da BioGide ® (Geistlich) que apresenta tempo
de absorcéo de 2 a 4 semanas sendo essa membrana uma referéncia no que se diz
respeito ao processo de regeneracdo 6ssea guiada devido aos varios resultados
positivos ja encontrados na literatura. Essa membrana apresenta uma estrutura
natural de colageno, composta por dupla camada e nao é reticulada, ou seja, nao

apresenta alteracdes quimicas e fisicas em sua estrutura, o que justifica sua alta
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biocompatibilidade e baixa ocorréncia de deiscéncia. Além de prevenir que o tecido
mole migre para o interior do defeito, também é capaz de atuar como um guia para 0s
osteoblastos, fibroblastos e vasos sanguineos. A primeira camada é compactada,
projetada para impedir a invasdo de tecido mole, e a segunda camada é porosa,

projetada para facilitar integracéo do osso recém formado.

Também podemos citar como exemplo a membrana objeto do nosso estudo a
Collprotect Straumann® que é extraida da derme porcina e formada por colageno do
tipo | e Illl, com estrutura rugosa e porosa. Possui um tempo de degradacéo
intermediéario, espessura de 0,4 mm, facilmente moldavel e adaptavel a superficie
0ssea e mesmo que suas caracteristicas tenham um carater promissorio, existem
poucos estudos clinicos que comprovem sua eficacia em ROG e estudos de modelo

animal semelhantes a este, 0 que torna esta analise relevante.

Diante de diversas andlises, pode-se chegar a ideia de que para selecionar o
material ideal para ROG, tanto as membranas quanto suas combinacdes, devem-se
considerar alguns requisitos: estabilizacao da ferida, criacdo de espaco; manutencao
e protecdo do coagulo sanguineo do local; e a capacidade de selecionar os tecidos
desejados ou células para o espaco (BUNYARATAVEJ; WANG, 2011).

Ante o0 exposto ainda, este trabalho tem como objetivo avaliar e comparar por
meio de estudo histolégico, histomorfométrico, processo de regeneracdo 0Ossea
guiada (ROG) utilizando uma membrana de colageno de derme porcina (Collprotect

Straumann®) em defeitos criticos criados em calvéaria de ratos.
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2 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos para a
Experimentacdo Animal, adotados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA),
conforme aprovacédo pelo Comité de Etica em Pesquisa da FOA-UNESP, de acordo
com o0 processo n° 00382-20109.

2.1 Pesquisa Experimental

Para o desenvolvimento deste projeto foram utilizados um total de 72 ratos
(Rattus novergicusalbinus, Wistar), machos, adultos (3 a 4 meses), com
aproximadamente 200g a 300g. Os quais foram cedidos pelo Biotério da Faculdade
de Odontologia de Aracatuba — FOA/ UNESP onde foram mantidos em gaiolas em
grupos, em ambiente climatizado e alimentados com ragcédo balanceada (NUVILAB,
Curitiba PR, Brazil) contendo 1.4% Ca e 0.8% P e agua “ad Libitum”, durante todo

procedimento.

Os animais foram divididos em trés grupos (n=24 por grupo), submetidos a
eutanasia em quatro momentos do experimento: aos 7, 15, 30 e 60 dias ap6s o
procedimento cirdrgico no qual foi realizado um defeito dsseo critico na calvaria de

cada animal (7 mm), como descrevido a seguir:

= Grupo membranaabsorviveis de colageno de derme porcina (Collprotect®
Straumann) (Grupo Experimental) (CS) — n=24: O defeito ésseo critico foi
preenchido com coagulo sanguineo e sobre o defeito colocado uma membrana
de pericardio de porco, sendo 6 ratos submetidos a eutanasia em cada periodo
para a analise (7, 15, 30 e 60 dias apos a cirurgia).

» Grupo membrana de colageno porcino (BioGide®) (Controle Positivo)
(BG)— n=24: O defeito 6sseo critico foi preenchido com coagulo sanguineo e
sobre o defeito colocado uma membrana de colageno porcino sendo 6 ratos
submetidos a eutanasia em cada periodo para a analise (7, 15, 30 e 60 dias

apos a cirurgia);
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= Grupo Coagulo (Controle Negativo) (GC) — n=24: O defeito 6sseo critico foi
preenchido com coagulo sanguineo sem o recobrimento do defeito, sendo 6
ratos submetidos a eutanésia em cada periodo para a analise (7, 15, 30 e 60

dias apds a cirurgia).

2.2 Procedimento Cirargico

Os animais foram mantidos em jejum pré-operatério de doze horas e
submetidos a sedacao por meio da administracao 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 cirdrgica do Biotério da Faculdade
de Odontologia de Aracatuba — UNESP. Em seguida foi realizada a tricotomia na
regido da calvéria, antissepsia com Polivinil Pirrolidona lodo Degermante (PVPI 10%,
Riodeine Degermante, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto), associado ao PVPI tépico
(PVPI 10%, Riodeine, Rioquimica, Sado José do Rio Preto) e aposicdo de campos

estéreis.

Foi realizada incisdo em formato de V no sentido occipito-frontal de
aproximadamente 2 (dois) cm, com lamina n° 15 (Feather Industries Ltda, Tokyo,
Japao) montada em cabo de bisturi n° 3 (Hu-Friedy, Alemanha) e o descolamento total
do 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-rotacdo sob irrigacdo abundante com solucéo de
cloreto de sédio 0,9% (Darrow, Rio de Janeiro, Brasil), foi confeccionado um defeito
cirurgico critico de 7 mm de didmetro interno, na por¢éo central da calvéria envolvendo
a sutura sagital, mantendo-se a integridade da dura-mater (figura 1). De acordo com
0s tratamentos propostos os defeitos foram preenchidos somente com coagulo
sanguineo e os demais grupos preenchidos com coagulo sanguineo e sobre o defeito

colocado uma membrana de colageno de porcino (Grupo Bio-Guide® — n=24), e com
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uma membrana de derme de porco grupo experimental 1 (Grupo Collprotec-

Straumann® - n=24) (figura 2).

FIGURA 1 - Incisdo linear em “V” de 2 cm (A); Exposi¢ao calvaria apés divulsao dos
tecidos moles (B); Defeito critico de 8 mm de diametro, envolvendo a sutura sagital (C).

Fonte: Elaborado pelo Autor (2020)

-

FIGURA 2 - Exposic¢éo da calvaria (A); Insercdo membrana de colageno sobre o defeito
(BioGide® Geistlich) (B); Insercdo membrana de colageno sobre o defeito (CollProtect®
Straum&mn)

Fonte:%laborado pelo Autor (2020) C

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

José dos Campos, Brasil) com pontos interrompidos no plano mais externo (figura 3).

FIGURA 3 - Sutura interrompida simples com Nylon 5.0.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2020)

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

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

Os animais foram submetidos a eutanasia nos periodos de 7, 15, 30 e 60 dias
pos-operatorios por meio de dose excessiva de anestésico. As calvarias dos ratos,
obtidas nos periodos de eutanasia de 7, 15, 30 e 60 dias, foram removidas e fixadas
em solucdo de formaldeido 10% durante 48 horas, lavadas em agua corrente por 24
horas, descalcificadas em EDTA 20% por 6 semanas, desidratadas em sequéncia de
alcoois e diafanizadas. Posteriormente, as calvarias foram cortadas ao meio no

sentido longitudinal, separando o defeito 6sseo (figura 4). As pecas obtidas foram
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incluidas em parafina, receberam cortes semiseriadosde de 6um de espessura. De
cada peca foi obtidas 6 laminas, que foram destinados a coloracdo em hematoxilina e
eosina (H/E), com elas foram realizadas as analises histologicas e histométrica (figura
5).

FIGURA 4 - Corte longitudinal obedecendo a margem de seguranca ao redor de todo o
defeito, separando-o. Obs: Defeito 6sseo em duas partes iguais para a inclusdo em
parafina no mesmo bloc.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2020)

FIGURA 5 — Corte representativo de 6 um de cada bloco de parafina, ja montados em
laminas para analise

Fonte: Elaborado pelo Autor (2020)

2.3 Analise Histologica/Histométrica

Previamente a realizacdo da analise histométrica, as amostras foram
codificadas de maneira que somente o orientador teve conhecimento quais grupos
pertencem. Um Unico examinador realizou as analises e 0 mesmo desconheceu 0

respectivo grupo da seccéao.

Apos as laminas serem coradas com HE (Merck & Co., Inc.) as mensuracdes
foram realizadas utilizando um microscopio o6ptico (LeicaR DMLB, Heerbrugg,
Switzerland) acoplado a uma camera de captacdo de imagem (LeicaR DC 300F
microsystems Itd, Heerbrugg, Switzerland) e conectado a um microcomputador
Pentium Ill com um software analisador de imagens digitalizadas ImagelLab 2000
(Software de Processamento e Analise de Imagens, Ontario, Canada). As imagens
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digitalizadas foram gravadas em arquivos JPEG para serem posteriormente
analisadas e foram projetadas na tela de um monitor Samsung (SyncMaster 3Ne, 15

polegadas).

2.3.1 Perfil Inflamatério

Para a contagem de células inflamatdérias, com énfase nos linfécitos, e vasos
sanguineos, uma lamina de cada animal por tempo experimental foi escolhida e dois
cortes fotografados em um microscépio de luz (DM 4000B, Leica), um processador de
imagens coloridas (software Leica Qwin V3, Leica) uma camera colorida (DFC 500,
Leica) e um computador (Intel Core 15, intel Corp, Santa Clara, CA; Windows 10,
Microsoft Corp, Redmond, WA), sendo a primeira imagem feita no centro do defeito,
seguida de uma a direita e outra a esquerda, totalizando, 36 imagens por tempo
experimental por grupo. Em uma magnificacdo de 100x, no programa ImageJ, uma
grade com 130 pontos foi determinada e cada célula ou conjunto de vasos que

tocavam as intersec¢des dos pontos foram contadas.

Todos os testes foram realizados no programa estatistico Sigma Plot 12.0
(Exakt Graphs and Data Analysis, San Jose, CA, USA). Inicialmente os dados foram
submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk), o qual ndo identificou se tratar de
dados homogéneos (p<0,05) para vasos sanguineos e identificou se tratar de dados
homogéneos para células (p=0,113). O teste ANOVA 2 fatores foi aplicado para as
interacbes. A maioria das interacbes mostraram alteracdes significantes
estatisticamente (p<0,05). Adicionalmente, para a identificacao precisa das alteracdes
estatisticas, o pdés-teste Tukey foi aplicado para as duas andlises, em que para todos

0s testes, o nivel de significancia de 5 % foi considerado.

2.3.2 Area de osso neoformado

Foi avaliada a area de tecido 0sseo presente na regiao dos defeitos 6sseos. Os

dados obtidos nas analises foram transformados em valores absolutos, de pixels, para
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valores porcentuais relativos, de modo a minimizar a interferéncia da diferenca do

tamanho do negativo.

Todos os testes foram realizados no programa estatistico Sigma Plot 12.0
(Exakt Graphs and Data Analysis, San Jose, CA, USA). Inicialmente os dados foram
submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk), o qual ndo identificou se tratar de
dados homogéneos (p<0,05). Mesmo assim, o teste ANOVA 2 fatores foi aplicado
para as interagdes “membranas versus periodos”. A maioria das interacées mostraram
alteracdes significantes estatisticamente (p<0,05). Adicionalmente, para a
identificacdo precisa das alteracfes estatisticas, o pos-teste Holm-Sidak foi aplicado,

em que para todos os testes, o nivel de significancia de 5 % foi considerado.
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3 RESULTADOS

3.1 Analise Histométrica

3.1.1 Perfil Inflamatério

A partir dos dados obtidos durante os periodos de analise do comportamento
biolégico da membrana, na contagem de células inflamatoérias, notou-se uma
diferenca estatistica entre os grupos CS e BG (p=0,014). A quantidade de células
inflamatorias contadas durante a analise tinha maior incidéncia no grupo CS em todos
os periodos. Na comparacao intergrupos, aos 7 dias, houve uma maior quantidade no
ndamero de células inflamatérias no grupo CS em relagdo ao BG (p=0,023), assim
como aos 15 dias, porém sem diferenca estatistica (p=0,182) (Grafico 1 e Tabela 1).
Na comparacao intragrupos, a incidéncia das células diminuiu como o esperado, e
apresentaram diferenca estatistica entre os dois tempos experimentais, BG (p=0,038)
e CS (p=0,001) (figura 6).

GRAFICO 1 - Gréafico comparativo entre as médias dos numeros de células
inflamatdrias entre os grupos BG E CS nos tempos experimentais de 7 e 15 dias. O
caractere * demonstra diferenca estatistica intergrupos e as letras maiusculas as
diferencas intragrupos

25
20 C

15

10

Média de pontos

Células 7 dias Células 15 dias

% BioGide # Collprotect

Fonte: Elaborado pelo Autor (2020)
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TABELA 1 - Tabelademonstrando as médias da contagem de células inflamatérias para
cada grupo (CS e BG). Valores de P para comparagdao intergrupos

MEMBRANAS CELULAS
7 dias 15 dias
Cs 15,51 8,02
BG 10,22 5.2
P=0,023 P=0,182

Fonte: Elaborado pelo Autor (2020)

FIGURA 6 - Imagens representativas em uma magnificacdo de 100x do grupo BG
(controle positivo) e CS (teste) para os tempos de 7 e 15 dias: A e B; C e D
respectivamente. As setas amarelas indicam as células inflamatérias e os * azuis os

vasos sanguineos

Fonte: Elaborado pelo Autor (2020)

Em relacdo a contagem dos vasos sanguineos, as membranas novamente
apresentaram diferenca estatistica entre si nos dois tempos experimentais (p<0,001).
No periodo de 7 dias houve uma menor formacéo de vasos sanguineos para 0 grupo
CS (p=0,047) e, ao contrario do grupo BG que aos 15 dias aumentou sua proliferacdo
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vascular, o grupo CS apresentou uma queda na angiogénese, sugerindo que o
processo inflamatério ainda estava acontecendo no grupo CS em relacdo ao BG
(p<0,001) (gréfico 2 e tabela 2). Na comparacéo intragrupos, observamos diferenca

estatistica apenas no grupo BG entre os tempos experimentais (p=0,012) (figura 6).

GRAFICO 2 - Gréafico comparativo entre as médias dos niimeros de vasos sanguineos
entre os grupos analisados nos tempos experimentais de 7 e 15 dias. O caractere *
demonstra diferenca estatistica intergrupos e as letras mailsculas as diferencas
intragrupos

12 *

10

Média de pontos

Vasos 7 dias Vasos 15 dias

% BioGide # Collprotect

Fonte: Elaborado pelo Autor (2020)

TABELA 2 - Tabela demonstrando as médias da contagem de vasos sanguineos para
cada grupo (CS e BG). Valores de P para comparacdo intergrupos

MEMBRANAS VASOS
7 dias 15 dias
Cs 4,98 2,97
BG 7,14 9,98
P=0,047 P<0,001

Fonte: Elaborado pelo Autor (2020)

3.1.2 Area de osso neoformado
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Na analise de area de osso neoformado, nos resultados obtidos em cada tempo
(grafico 3), podemos observar que a quantidade de osso neoformado no grupo teste

foi inferior ao grupo controle positivo em todos os periodos experimentais (Figura 7).

GRAFICO 3 - Grafico comparativo entre as médias de osso neoformado para cada grupo
analisados nos tempos experimentais de 7, 15, 30 e 60 dias.
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FIGURA 7 — Reconstrucédo panoramica dos cortes histolégicos dos grupos GC, BG e CS para todos 0s tempos experimentais em uma

magnificagdo de 6.3x. Os * amarelos indicam os cotos 6sseos e aregido do defeito esta enquadrada na area dos colchetes

b—t - - h—t
100 um 100 pum 100 pm 100 pm

Fonte: Elaborado pelo Autor (2020).
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Aos 7 dias os grupos CS e BG obtiveram uma area de neoformacédo 6ssea

inferior a do grupo GC, porém sem diferenca estatistica (GC>BG>CS).

Aos 15 dias, o grupo BG teve um aumento importante na quantidade de 0sso
neoformado visto que o grupo CS e CG quase ndo apresentaram diferenca ao
comparar com o periodo de 7 dias, porém, nenhum grupo apresentou diferenca
estatistica. (BG>GC>CS).

Aos 30 dias, o grupo BG teve uma maior area de neoformacdo Ossea
comparada aos 7 e 15 dias (p<0,001) na analise intragrupos (tabela 3) e na analise
intergrupos (tabela 4), apresentando diferenca estatistica para os outros grupos CS e
GC (p<0,001); (BG>CS>GC). O grupo CS obteve uma neoformacédo éssea maior
analise intragrupos em comparacdo aos 7 e 15 dias, entretanto sem diferenca

estatistica.

TABELA 3 - Tabela demonstrando as diferencas estatisticas entre os tempos do grupo
BG

COMPARACAO P
60D VS 7D \ <0,001
30D VS 7D \ <0,001
60D VS 15D \ <0,001

30D VS 15D \ <0,001

Fonte: Elaborado pelo Autor (2020)

TABELA 4 - Tabela demonstrando as diferencas estatisticas entre os grupos aos 30
dias

COMPARACAO )
BG VS GC \ <0,001
BG VS CS \ <0,001

Fonte: Elaborado pelo Autor (2020)
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Aos 60 dias, na analise intragrupos, o grupo BG teve uma neoformacéo 0ssea
maior comparado aos 7 e 15 dias (p<0,001) (tabela 3); assim como comparado aos
30 dias, porém sem diferenca estatistica. No grupo CS observou-se uma neoformacao
maior no ultimo periodo com diferenca estatistica quando comparado aos 7 e 15 dias
(p=0,004) (tabela 5). Na anélise intergrupos, observou-se uma diferenca estatistica
entre os trés grupos; BG e GC (p<0,001), BG e CS (p<0,001), CS e GC (p=0,003)
(tabela 6).

TABELA 5 - Tabela demonstrando as diferencas estatisticas entre os tempos do grupo
CSs

COMPARACAO p
60D VS 7D \ 0,004
60D VS 15D \ 0,004

Fonte: Elaborado pelo Autor (2020)

TABELA 6 - Tabela demonstrando as diferencas estatisticas entre os grupos aos 60
dias

COMPARACAO P
BG VS GC \ <0,001
BG VS CS \ <0,001
CS VS GC \ 0,003

Fonte: Elaborado pelo Autor (2020)
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4 DISCUSSAO

O principio de osteopromocao tem sido amplamente utilizado em casos com
necessidade aumento de volume e altura 6ssea em geral associado a terapia com
implantes. A técnica de ROG utiliza esse principio e consiste no uso de membranas
como barreira fisica para que as células do tecido se recomponham na regido sem
interferéncia de outras células, como as do tecido conjuntivo (BECKER et al., 2009;
PIRES, 2015; QUESADA; BRENNER; FELTRACO, 2011).

Membranas absorviveis sdo biomaterias em que o0 processo de absor¢cao e
degradacdo ocorre por meio da hidrolise e degradacdo enzimatica com eliminacao
total dos produtos sem efeitos residuais locais (DOTTO, 2012; PIRES, 2015). Os
materiais usados como barreira devem ter algumas caracteristicas essenciais que
incluem: a biocompatibilidade, criacdo e manutencdo de um espaco, impedir que
células indesejaveis migrem para esse espaco, interagcdo com o tecido evitando o
encapsulamento do material, e capacidade de gerenciamento clinico (DOTTO, 2012;
QUESADA; BRENNER; FELTRACO, 2011). Neste de contexto enquadram-se as
membranas de colageno que apresentam caracteristicas préprias provenientes do
colageno; que incluem maleabilidade, funcdo hemostatica, semipermeabilidade,
guimiotaxia por fibroblastos, rigidez, solidez e estabilidade, tendo sua eficiéncia
comprovada como barreira em varios estudos clinicos e laboratoriais
(BUNYARATAVEJ; WANG, 2001; OH et al, 2003; QUESADA; BRENNER;
FELTRACO, 2011).

A BioGide Geistlich ® é o exemplo de membrana de coldgeno com oétima
formacao Gssea e excelente cicatrizagdo tem-se a composta de colageno suino tipo |
e Ill, ndo reticulada e em estrutura com dupla camada natural: uma camada lisa
superior utilizada como base para formacédo de fibroblastos, favorecendo a
cicatrizacéo da ferida e atuando como barreira; e uma camada porosa que age como
guia para osteoblastos. Essas caracteristicas puderam ser observadas neste estudo,
onde tanto o perfil inflamatdrio quanto a mensuragao de tecido 6sseo foram superiores
quando comparados ao grupo teste. A baixa presenca de célula inflamatorias esta
relacionada a uma alta biocompatibilidade e, consequentemente, menor ocorréncia

de deiscéncia, ambos devido ao ndo processo de reticulacdo. Além disso, a mesma
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possui uma permeabilidade que permite um guia para 0s vasos sanguineos, fato esse
também observado neste trabalho. Esses fatores provavelmente atuam na
estabilidade necesséria tanto para a cicatrizagdo 6ssea quanto para a cicatrizacao do
tecido mole.

A membrana objeto deste trabalho, a Collprotect Straumann® é uma membrana
de coldgeno da derme suina, também composta por coldgeno do tipo | e Ill, também
ndo reticulada indicada quando estabilidade intermediaria e facil manuseio s&o
necessarios (STRAUMANN, 2020). Contudo, nesse estudo, analisando o perfil
inflamatorio do grupo CS comparada ao grupo BG, pode-se observar diferencas
importantes. Aos 7 dias, houve uma maior quantidade de células inflamatorias no
grupo CS associada a diferenca estatistica e 0 mesmo ocorreu aos 15 dias e, mesmo
gue nédo tenha sido observada diferenca estatistica nesse periodo e tenha ocorrido
uma diminuicdo das células na comparacao intragrupos, os resultados indicam uma
menor biocompatibilidade da membrana, necessaria para obter-se sucesso clinico da
regeneracao. Dupoirieux et al. (2001) indica que a reacgéo inflamatdria poderia ter sido
induzida pelo processo de absorcdo da membrana; porém Ge, Feng e Wang (2011)
observou melhor regeneracdo 0ssea utilizando a membrana do grupo BG, a qual

também passa pelo processo de absorcdo e apresenta excelente resultados clinicos.

De forma semelhante, ocorreu quando os vasos foram analisados: aos 7 e 15
dias foi observado uma menor formacgéo de vasos no grupo CS comparado ao BG e,
na analise intragrupos, o grupo BG apresentou um aumento na angiogénese enquanto
gue o grupo CS apresentou uma diminui¢édo. Indicando uma menor biocompatibilidade
e baixa angiogénese, caracteristicas que sdo essenciais para efetividade de ROG
(ROMEO; CHIAPASCO, 2007; SHEIKH et al., 2017).

Quanto a capacidade de neoformacédo Ossea, foi possivel observar uma
diferenca estatistica apenas aos 30 dias, onde o grupo BG se sobressaiu comparado
aos primeiros periodos (p<0,001) e aos outros grupos. Enquanto que o grupo CS
apenas obteve uma diferenca estatistica quando comparado ao grupo GC aos 60 dias
(p=0,003), o que mostra sua menor efetividade comparado ao grupo BG. Por fim,
ainda aos 60 dias, foi observado uma diferenca estatistica do grupo CS em relagéo
aos primeiros periodos (p=0,004), porém o defeito ésseo ndo foi fechado;

diferentemente do que ocorreu no grupo BG. Esse baixo indice de neoformacgéo 0ssea
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pode estar associado ha alguns fatores: um processo inflamatério intenso nos
periodos iniciais, 0 que atrasa 0 processo de reparo e a menor angiogénese o que,
por sua vez, diminui a quantidade de osteoblastos para promover a neoformagao
O0ssea. Também pode ser observado que houve uma ineficiéncia da membrana em
realizar a manutencéo do espaco bioldgico, um dos requisitos estritamente importante
para a ROG (BUNYARATAVEJ; WANG, 2001). Além disso, é possivel que a rapida
biodegradagdo da membrana n&o tenha permitido o fechamento do defeito, algo que
ja foi descrito por Buser (2010) como uma das principais desvantagens das
membranas de colageno. Aos 30 dias essa membrana jA ndo mais possuia papel de
barreira, pois estava ja fragmentada e com um processo de reparo atrasado; seria
fundamental que ela tivesse se mantido integrada ainda aos 30 dias para poder

recuperar o processo de neoformacgéo Gssea.

Embora ela tenha tido ao final um tecido 6sseo neoformado superior quando
comparado ao grupo coagulo, seu desempenho demonstrou ser inferior a lider de
mercado. Desta forma, acreditamos que para melhor compreensao dos resultados
encontrados neste trabalho sdo necessarias novas pesquisas associando a
membrana CollProtect Straumann® a biomateriais osteoindutores e/ou
osteocondutores, que potencializem a manutencdo do espaco biolégico e evitem o

colapso da membrana.
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