ALBANI R GABRI EL BORRASCA

Analise do processo de reparo 0sseo
de cavidades cirurgicas preenchidas com
0SSO autogeno e recobertas por
membrana de matriz 6ssea homogena e
de politetrafluoretileno em ratos.

Dissertacao apresentada a Faculdade de Odontologia do
Campus de Aracatuba - Unesp, para a obtencao do Grau
de “Doutor em Odontologia” - Area de Cirurgia e
Traumatologia Buco-Maxilo-Facial.

Orientador: Prof. Dr. Osvaldo Magro Filho
Co-orientadora: Profa. Dra. Alessandra Marcondes Aranega

ARACATUBA - SP
- 2011 -



Ficha catal ogréafica elaborada pela Biblioteca da FOA / UNESP

B737a

Borrasca, Albanir Gabridl.

Andlise do processo de reparo 6sseo de cavidades cirlrgicas
preenchidas com 0sso autdgeno e recobertas por membrana de
matriz 6ssea homogena e de politetrafluoretileno em ratos/
Albanir Gabriel Borrasca. — Aragatuba: [s.n.], 2011

49f. :il. ; tab. + 1 CD-ROM

Tese (Doutorado) — Universidade Estadual Paulista, Faculdade
de Odontologia

Orientador: Prof. Dr. Osvaldo Magro Filho

Coorientador: Profa. Dra. Alessandra Marcondes Aranega

1.Transplante aut6logo 2. Regeneracdo tecidua guiada
3. Transplante 6sseo

Black D7
CDD 617.64




Dedi cat 6ri a

A Deus, por estar sempre ao meu lado dando-me forga, paciéncia e
{luminando meu caminho..

Aos meus pais, Ivani e Albanir “in memoriam”, pelo amor, compreensé@o e
dedicacdo, vocés foram os responsaveis diretos pela minha educacdo e
formacdo. Muito obrigado por vocés sempre acreditarem em mim!

Eu amo vocés!

Ao meu irmdo, André, um ser humano especial, exemplo de luta e
confianca em Deus, uma alma maravilhosa. Obrigado pelo estimulo
e presenca nas dificuldades e conquistas.

A minha irmd, Silvana in “memoriam” ,pelo grande amor e carinho
que nos sempre dedicou.

A minha noiva e futura esposa Taisa, por todo o seu amor, apoio e
compreensao, especialmente nos momentos de

auséncia. Vocé foi muito importante para
a conquista de mais esta vitoria.

Eu te amo e te admiro muito!

Obrigado por me fazer

tdo feliz!



Agr adeci nent os Especi al s

Ao meu orientador, Professor Doutor Osvaldo Magro Filho, pela convivéncia,

ensinamentos e principalmente pela amizade, confianca e pela oportunidade de
covivéncia, muito obrigado.

A minha orientadora, Professora Doutora Alessandra Marcondes Aranega, pela
grande amizade, carinho, compreenséao e ajuda incansavel. Exemplo de determinagéo,
competéncia,dedicacédo e amor a pesquisa. Sua disposicao para o ensino, contribuindo
marcantemente para a minha formacao. Muito obrigado pela paciéncia e confianga em

mim depositada e por ter acreditado em mim e ter me proporcionado a realizagdo de um
grande sonho.

Vocé é muito especial! Essa vitdria € nossa.

Ao Professor e amigo Doutor Idelmo Rangel Garcia Junior, um exemplo de
equilibrio e humildade. Agradeco-lhe por ter me acolhido, pela confianca em mim
depositada e pelos ensinamentos valiosos que contribuem para o meu crescimento
profissional e pessoal. Muito obrigado pelo aprendizado e pela oportunidade de
convivéncia.

Ao Professor e grande Mestre, Professor Doutor Edmur Aparecido
Callestini, a serenidade como orienta seus alunos lhe é peculiar. Muito
obrigado pela amizade, conselhos e por seus ensinamentos, os quais
foram fundamentais para a minha formacao. Vocé mora no meu
coragao. "Bons professores educam para uma profissao, professores
fascinantes educam para a vida” (Augusto Cury)



Agr adecli nent o0s

A Faculdade de Odontologia do Campus de Aracatuba — UNESP e ao Programa de Pds-
Graduacdo em Odontologia, Area de Cirurgia e Traumatologia Buco-Maxilo-Facial pela

oportunidade de aprendizado.

As Faculdades Adamantinenses Integradas — FAI na figura de meus professores e queridos

amigos de graduacao, essa conquista também é de vocés, pois foi ai que tudo comecou.

Ao professor Michel Saad Neto. O senhor € um exemplo concreto e marcante do que €é “ser
professor”. Muito obrigado pela oportunidade de convivéncia, conselhos e disponibilidade.

Aos professores do Departamento de Cirurgia: Professoras Ana Paula e Daniela e ao novo
professor e amigo Francisley, muito obrigado a todos pela oportunidade de convivéncia e
ensinamentos.

Ao professor Celso K. Sonoda, um exemplo de como ser professor, muito obrigado por
sempre estar disponivel e pronto a ajudar. Muito obrigado pela oportunidade de convivio.

Ao professor e amigo Eleonor Alvaro G. Jr. Obrigado pelos bons momentos e conhecimentos
trasmitidos. Uma grande alma.

Ao aluno e amigo Tarik, muito obrigado pela ajuda e paciéncia para com este trabalho e com
a minha pessoa.

Aos colegas do Curso de pds-graduacgdo pela amizade, aprendizado e convivéncia: Jéssica
Lemos Gulinelli, Thallita Pereira Queiroz, Camila Benez Ricieri, Marcos Heidy Guskuma (Marcao),

Abrahdo, Rodolfo, Leandro de Carvalho Cardoso, Walter Betoni Junior, Thais Silveira Rodrigues e a



6

nova geracao Fernando, Jonatas, Pedro Ivo, Heloisa e Pamela. Obrigado pelos momentos

agradaveis compartilhados.

Nao poderia esquecer da nossa querida Cleide, meu muito obrigado pela ajuda nos

momentos de dificuldade. Vocé é muito especial para mim.

Aos funcionarios do Departamento de Cirurgia e Clinica Integrada da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba — UNESP, Dirce, Gilmar, Bernadete, Antdnia, Paulo e Tininha, pela

colaboracao, carinho e indispensavel auxilio durante a realizagdo deste estudo.

Aos funcionéarios da Biblioteca da Faculdade de Odontologia do Campus de Aragatuba —
Unesp: Ana Claudia, Izamar, Claudio, Ivone, Claudia, Luzia, Marina, Ana Paula, Fernando e Claudio

Junior, pela atencao e disposicao com que nos atendem.

Aos funcionarios da Secdo de Pds-Graduacao da Faculdade de Odontologia do Campus de

Aracatuba — Unesp: Valéria e Diogo que sempre nos auxiliam com boa vontade e alegria.



Epi gr af e

0

(s @&mﬁ Jf/@f% dev MW%/&/%M ﬂ% 70 Je
/M(// L2073 772¢77 %M Jer ersnidts 5%/%% %(!/Z(Z/’ 7

/4
Shents.

7



Li sta de Abrevi at ur as

%

g

M
pH
mg
dl
ml
ne
mm

ul
HE
AT
AON
Ptfe

IC10
lIMH10

[IMX10

1C60

[IMH60

[IMX60

Porcentagem

Grama

Mol

Potencial de hidrogénio idnico
Miligrama

Decilitro

Mililitro

NUmero

Milimetros

Unidade Internacional

Hematoxilina e eosina

Area total
Area de o0sso neoformado

Politetrafluoroetileno

Cavidade preenchida por enxertos sem membrana aos 10 dias

Cavidade preenchida por enxerto e recoberta por membrana homogena aos 10
dias

Cavidade preenchida por enxerto e recoberta por membrana de ptfe aos 10
dias

Cavidade preenchida por enxerto e sem recobrimento por membrana aos 60
dias

Cavidade preenchida por enxerto e recoberta por membrana homaégena aos 60
dias

Cavidade preenchida por enxerto e recoberta por membrana de ptfe aos 60
dias



Sumari o
Ficha catalografica

Resumo

Abstract

1 Introducao

2 Proposicao

3 Material e Método

4 Resultados

4.1 - Figuras resultados histologicos

4.2 - Tabela resultado estatistico

5 Discussao

6 Conclusao
Referéncias

Anexos

Anexo A - Certificado do Comité de Etica na Experimentacao Animal (CEEA)
Anexo B - Normas para publicacao

Anexo C - llustracdes da fase cirirgica da metodologia experimental

Anexo D - llustracées da analise histométrica

Anexo E - Tabelas estatisticas

Anexo F - Figuras Histologicas

02

11

11

12

12

13

15

47

40

19

21

22

25

26
27

30

40

46



10

Analise do processo de repar o 0sseo de cavidades cir Ur gicas preenchidas com 0sso
autogeno e recobertas por membrana de matriz 6ssea homogena e de

politetr afluor etileno em ratos.
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RESUMO

Proposicéo: O objetivo deste trabaho foi avaliar, qualitativa e quantitativamente, o comportamento da membrana de
matriz 6ssea homdgena desmineralizada e conservada em glicerinae e membrana de Ptfe no processo de reparo 6sseo
de cavidades cirlrgicas preenchidas com 0sso autégeno realizadas em tibias de ratos Material e Métodos. Foram
utilizados 60 ratos (Rattus norvegicus albinus, Wistar) machos, com aproximadamente 250 gramas divididos em trés
grupos: o grupo | (Controle-sem membrana), grupo Il (membrana homdgena) e grupo 111 (membrana de ptfe). Apds
tricotomia, anestesia e antissepsia foi realizada uma incisdo longitudinal nas regides antero-laterais de cadatibia. Apos
exposicao das tibias, duas cavidades cirdrgicas de 2mm de diémetro foram preparadas com trefina em baixa-rotacéo
refrigerada, uma no membro posterior esquerdo e outra no membro posterior direito, sendo a primeira preenchida com
0 0ss0 autégeno particulado coletado durante arealiza¢do das duas cavidades e recobertas pelas membranas utilizadas
no estudo. Aos 10 e 60 dias pos-operatérios os animais foram eutanaziados e as pegas obtidas foram processadas
laboratorialmente para a redizacdo de cortes semi-seriados com seis micrémetros de espessura e corados pela
hematoxilina e eosina para andlise histomorfométrica. Resultados e Conclusdao: A membrana homdgena mostrou-se
biocompativel e cumpriu sua funcdo e em termos de area 6ssea neoformada as membranas obtiveram desempenho
semel hantes

PALAVRAS-CHAVE transplante homdlogo, transplante autologo, regeneracdo tecidua guiada

ABSTRACT

Purpose: The aim of this study was to evaluate the behavior of membrane of a demineralized homogenous bone
matrix and preserved in glycerin and the Ptfe membrane in the process of bony repair of surgical cavitiesfilled out with
autogenous bone accomplished in tibias rats. Materials and Methods: Sixty male rats weighing approximately 250 g
were selected and assigned to two groups, as follows. Group | (without membrane), Group 11 (homogenous membrane)
and Group Il ( Ptfe membrane). After anesthesia, shaving and antisepsis, a longitudinal incision was made in the
anterolateral areas of each tibia. After exhibition of the tibias, two surgical cavities of 2mm of diameter were prepared
with trefinain refrigerated low-rotation, one in the |eft posterior member, other in the right subsequent member, being
the first filled out with particulate autogenous bone collected during the accomplishment of the two cavities and
covered with the membrane. Ten and sixty days postoperatively, the animals were euthanized and the anatomical
pieces were submitted to routine laboratorial processing and serially sectioned to obtain 6-um-thick sections, which
were stained by hematoxylin and eosin for histomorphometric analysis. Results and Conclusions. The homogenous
membrane proved to be biocompatible and fulfilled its function and in terms of bone area formation membranes had
similar performance

KEYWORDS: , homologous transplantation, autologous transplantation, guided tissue regeneration.
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INTRODUCAO

A procura por um substituto 6sseo capaz de suprir as exigéncias fisico-bioldgicas para a reconstrucéo de
defeitos Gsseos causados por fatores traumaticos, patol dgicos e ou fisiolégicos tem sido um dos grandes desafios da
area médico-odontolégica nos Ultimos tempos. Diversas sdo as possibilidades relatadas na literatura, dentre elas
podemos citar 0s enxertos autdégenos intra e extra-bucais, 0s enxertos al dgenos, xendgenos e 0s implantes aloplasticos,
sem ou com a utilizagdo de membranas para regeneracdo 6ssea guiada’.

Em fungdo da superior compatibilidade tecidual, o melhor materia para reconstrucéo dos defeitos 6sseos € o
enxerto 0sseo autégeno por apresentar resposta inflamatéria minima, angiogénese e osteogénese em periodos mais
recentes, além de possuir propriedades osteoindutivas®*°.

Visando minimizar a reabsorcao do enxerto, manter ou aumentar 0 contorno Gsseo e prevenir a migragao ou
a proliferacdo de tecidos menos especiaizados para &rea em processo de reparacdo 6ssea,”'® tém sido empregadas
membranas de diversos materiais, reabsorviveis ou ndo reabsorviveis, sendo a biocompatibildade uma das
caracteristicas mais almejadas para sua escolha.®’

Tecido 6sseo de origem bovina e humana tém sido atuamente desmineralizados, conservados® e
comercializados em varias formas para a corregdo dos defeitos 0sseos em cirurgia e traumatologia buco-maxilo-
facial™®™*2, H4 uma crescente procura pelos enxertos adgenos, fornecidos em diversas formas e arquiteturas, como
enxertos corticais, medulares ou ambos. Tais enxertos possuem caracteristicas de osteoconducdo e de osteoinducéo,
conforme o modo de preparacio e conservacao e apresentam como vantagem a auséncia de dano ao sitio doador, a
otimizacdo do tempo cirlirgico e podem ser obtidos sem limitacdo de quantidade de material*****2.

O processo de obtengdo da matriz 0ssea, através de ciclos de desmineralizacdo, assegura a conservagao do
contetido protéico e impossibilita a sobrevivéncia de microorganismos patogénicos, preocupacdo importante nos dias
atuais, ja que a esterilizagdo ou a desinfeccéo por meio de gases, radiagdes, calor seco ou Umido interfere na qualidade
do tecido a ser implantado™**. A conservacdo também possui fundamental importancia na protecéo celular e na
manutencdo da vitalidade do tecido e a glicerina parece ser um procedimento eficiente, seguro e passivel de ser
realizado em qualquer centro, mesmo com poucos recursos técnicos e financeiros'™.

Pelo crescente uso de preparados 6sseos de origem homdégena, torna-se relevante avaliar, o processo de
reparo 0sseo de érea enxertada com 0sso autdgeno seguida de protecdo com membrana de matriz 6ssea homogena e
comparando esta com a membrana de politetraf|luoroetileno.
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MATERIAL E METODOS
Obtencédo da membrana

Para a obtencdo da membrana foram utilizados 20 animais saudaveis, ndo incluidos no grupo experimental
que foram sacrificados com dose excessiva de anestésico vinte e trés dias antes do procedimento. Os roedores doaram
suas cavarias, e 0s 0ssos foram levados para o ciclo de desmineralizagdo por acéo do acido cloridrico (HCI) a 0,4 mol
durante 48 horas, em temperatura variando entre 5° e 10° graus centigrados. A solugdo descal cificadora foi trocada a
cada 24 horas®. Posteriormente, as calvérias foram lavadas por um periodo de 24 horas com &gua destilada corrente e
cortadas a0 meio, na sutura sagital, para obtencdo de duas hemi-calotas. Com o auxilio de 2 cilindros gustaveis, as
hemi-cal otas foram prensadas e suas corticas, internas e externas, separaram-se, resultando em quatro membranas com
aproximadamente 5um de espessura, as quais foram armazenadas em um recipiente estéril, contendo glicerinaa 98%

por um periodo de 20 dias antes daimplantacio sob atemperaturade 5 a7 graus centigrados’.

Animais e procedimento cir argico

Ap6s aprovacio da Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual Paulista “Jlio
de Mesquita Filho”, Campus Aracatuba , foram utilizados 60 ratos ( Rattus norvegicus albinus, Wistar) machos, com
peso aproximado de 250 gramas, alimentados com ragéo sdlida (Racéo Ativada Produtor-Anderson & Clayton S. A.) e
agua a vontade, exceto nos periodos de jegum. Os animais foram divididos em grupo 1C10/IC60 ( Grupo | com a
cavidade preenchida por enxertos 6sseos e sem recobrimento por membrana aos 10e 60 dias), grupo [IMH10/1IMH60
(Grupo Il com a cavidade preenchida por enxerto 6sseo e recoberta por membrana homégena aos 10 e 60 dias) e grupo
IIMX10/1IMX60 (Grupo Il com a cavidade preenchida por enxerto 6sseo e recoberta por membrana sintética de
PTFeaos 10 e 60 dias).

A anestesia gera foi realizada com injecdo intramuscular de Cloridrato de Xilazina (Coopazine — Coopers
Brasil Ltda) e Cloridrato de Cetamina (Vetaset - Fort Dodge), nas dosagens de 0,03mL e 0,07mL para cada 100g de
peso corporal, respectivamente. Apds tricotomia e antissepsia com uma lamina de bisturi n° 15, foi redizada uma
incisdo linear no sentido longitudinal em cada membro posterior estendidas até o peridsteo, permitindo 0 deslocamento
e afastamento dos tecidos. Com trefina de 2 mm acoplada em baixa-rotacéo e sob refrigeracdo com soro fisioldgico foi
preparada uma cavidade cirdrgica no membro posterior direito de aproximadamente 2mm de diémetro e 0 0sso
coletado pelatrefinafoi particulado e armazenado em soro-fisiol6gico. Da mesma forma, outra cavidade foi preparada
no membro inferior esquerdo e 0 0sso coletado foi também particulado e armazenado. A cavidade cirdrgica do membro
esguerdo foi preenchida com 0s 0ssos previamente removidos e recobertos pelas membranas. Os tecidos foram
reposicionados e suturados com pontos interrompidos simples por meio de fio de nylon 5.0, estabilizando a
muscul atura e a membrana.

No pos-operatério imediato, cada animal recebeu dose Unica pela via intramuscular de 0,2 ml de Penicilina
G-benzatina ( Fort Dodge Salide Animal Ltda).

O animais foram eutanaziados aos 10 e 60 dias pos-operatérios por dose excessiva do mesmo anestésico
utilizado no procedimento cirdrgico e as pegas foram fixadas em formaldeido a 10%.
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Prepar acao dos espécimes e avaliacdo histomorfométrica

As tibias obtidas foram submetidas a0 processamento laboratorial de rotina para a obtencdo de cortes semi-
seriados no sentido longitudinal da pega com seis micrémetros de espessura e corados pelas técnicas da hematoxilina e
eosina (HE) e Tricrébmico de Masson para anadlise histoldgica e histométrica. Na andlise histolégica, parametros
morfolégicos foram descritos qualitativamente no processo de reparo como: revascularizacdo, reabsorcéo e
remodelacdo do enxerto, presenca de células Osseas, osteogénese a partir da borda do defeito, reabsorcdo ou
incorporagdo da membrana sobre 0s enxertos 6sseos e sobre 0 0sso pré-existente e neoformado.

Para andlise histométrica seguiu-se a metodologia de Esteves (2005), na qual utilizou-se o “software’
Imagel.ab 2001 (Diracom 3). Para a captura das imagens dos cortes histolégicos, utilizou-se de uma camera digital
(JVC TK-1270 Color Video Camera) acoplada a um microscopio (Carl Zeiss — Axiolab) conectado ao computador,
num aumento de 4 vezes . O corte histolégico mais centralizado foi selecionado, no sentido longitudinal do defeito
cirtrgico de cada animal. Para a andlise histométrica, foi realizada a individualizagéo e delimitacdo da érea do defeito
correspondente a regido da cortical da tibia. Esta &ea foi denominada Area Total (AT). Dentro da Area Total (AT),
realizou-se a delimitacdo das areas correspondentes ao 0sso neoformado, de cuja subtracdo da area total obteve-se area
de osso neoformado (AON). Sempre usando os recursos do “software” Imagelab, procedeu-se ao céculo daArea Total
(AT) anteriormente delimitada, transferindo os valores medidos para uma “Planilha de Célculos’, sendo o valor da
Area Tota (AT) considerado como 100% da érea total analisada. A seguir, o célculo da érea de Osso Neoformado
(AON), anteriormente delimitada, também foi realizada, transferindo os valores medidos para outra “Planilha de
Célculos’. O valor de AON foi calculado como uma porcentagem de AT, da seguinte forma:

Medidade AT = 100% da &rea analisada

U
AON% =100 x AON
AT
Os valores de AON de cada animal foram usados para o célculo das médias e dos desvios-padrfes de cada

grupo.

Andlise estatistica

Para andlise estatistica dos dados obtidos na andlise histométrica, conforme metodologia preconizada por
Melo (2002), inicialmente foi aplicado a cada grupo experimental o Teste de Aderéncia a Curva Normal através do
programa SigmaStat. Com a distribui¢do amostral normal, o teste selecionado foi a Andlise de Variancia seguida do
teste de Mann-Whitney. Por outro lado, com a distribuic¢8o anormal, o teste a ser aplicado foi 0 de Kruskal-Wallis. Os
grupos, controles e tratados, nos tempos de 10 e 60 dias pds-operatérios, com suas feridas preenchidas por enxerto sem
membrana, por enxerto com membrana Homogena e pelo enxerto com membrana sintética, foram avaliados todos
separadamente.

Os célculos foram realizados pelo programa estatistico SigmaStat “ software”:
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RESULTADOSHISTOLOGICOS
RESULTADOS 10 DIAS

e |C10 (Grupo | com a cavidade preenchida por enxertos 6sseos e sem recobrimento por membrana aos 10
dias): Superficidmente na &ea estudada, capsula fibrosa delgada, contendo fibras colagenas dispostas
paraelamente ao longo eixo da tibia, fibroblastos, alguns vasos sanguineos e discreto nimero de células
inflamatérias podem ser vistos na maioria dos espécimes. Abaixo da cdpsula, no interior da loja cirargica,
observam-se trabécul as 6sseas i maturas, com amplos espacos intertrabeculares. Alguns fragmentos de tecido 0sseo,
correspondentes aos enxertos 0sseos, podem ser identificados. O tecido conjuntivo entre as trabéculas sdo bem
vascularizados, com numerosos feixes de fibras col genas, ainda em organizacdo, elevado nimero de fibroblastos e
moderado numero de células inflamatérias, sendo estas constituidas especialmente por macréfagos e linfocitos.
Junto as bordas do tecido 6sseo neoformado observam-se numerosos osteobl astos e intensa aposicao 0ssea. Em
todos os espécimes estudados, 0 enxerto 6sseo encontra-se revascularizado e incorporado sendo encontrada
discreta atividade osteocléstica em suas bordas. A neoformacdo Gssea adjacente as bordas dos enxertos 0sseos é
caracterizada por trabéculas Osseas finas e imaturas. O espaco intertrabecular nessa regido medular € amplo e com
grande quantidade de vasos sanguineos. (Anexo F —fig. 01)

e [IMH10 (Grupo Il com a cavidade preenchida por enxerto 6sseo e recoberta por membrana homdégena aos 10
dias): Superficialmente, a membrana éssea homogena del gada recobre todo o defeito Gsseo criado e contém, em seu
interior, alguns espagos sendo invadidos por tecido conjuntivo bem vascularizado, com numerosos feixes de fibras
coldgenas em organizagdo, elevado nimero de fibroblastos e intenso nimero de céulas inflamatorias, sendo estas
constituidas especialmente por macréfagos e linfécitos. Algumas pontes de unido dssea entre a membrana e o
trabeculado Gsseo podem ser identificadas, sendo a unido predominantemente aposicional, apesar das areas de
reabsorcdo existentes. Adjacente e abaixo da membrana,no interior da loja cirlrgica, cuja por¢do corresponderia a
cortical da tibia, observam-se trabéculas Gsseas imaturas unidas aos enxertos 6sseos e entremeadas por amplos
espagos intertrabeculares ocupados por tecido conjuntivo bem vascularizado, com feixes de fibras colagenas em
organizacdo, elevado nimero de fibroblastos ao lado de moderado nimero de células inflamatorias, especialmente
linfocitos e macréfagos. Em todos os espécimes estudados os enxertos 0sseos encontram-se revascularizados e
incorporados. S&o discretas as &reas que apresentam alguma atividade osteocléstica junto aos enxertos. Junto as
bordas do tecido 6sseo neoformado observam-se numerosos osteobl astos, ha maioria dispostos paralelamente as suas

margens. (Anexo F —fig. 02)
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e [1IMX10 (Grupo Il com a cavidade preenchida por enxerto 6sseo e recoberta por membrana sintética de PTFe
aos 10 dias): Uma membrana recobre todo o defeito sseo criado e abaixo da mesma ha delgada camada de tecido
conjuntivo contendo fibras col&genas dispostas paralelamente a membrana. Abaixo dessa camada, ha a formacdo de
trabéculas dsseas imaturas justapostas aos enxertos 0sseos e entremeadas por amplos espacos intertrabeculares
ocupados por tecido conjuntivo bem vascularizado, da mesma forma que no grupo da membrana homégena. Em
todos os espécimes estudados 0s enxertos Gsseos encontram-se revascularizados e incorporados, com peguena
atividade osteoclastica e numerosos osteoblastos agrupados, com seus nicleos globosos e alguns deles sendo

aprisionado pela matriz ostedide, indicando intensa atividade osteobl astica na regido. (Anexo F—fig. 03)

RESULTADOSG0DIAS

e 1C60(Grupo | com a cavidade preenchida por fragmentos 0sseos e sem recobrimento por membrana aos 60
dias): A presenca de enxertos possibilita a identificagdo rapida da érea trefinada uma vez que todos os espécimes
apresentam seus enxertos 6sseos ainda em processo de remodel acdo. Quase todos os fragmentos 6sseos encontram-se
unidos a cortical, mesmo os que invadem o interior do canal medular. Os enxertos sseos parecem proporcionar um
aumento de espessamento da cortical trefinada, embora ainda estggam sendo remodelados. Grandes espacos
medulares, contendo células hematopoiéticas, proprias do cana medular, preenchem a regido dssea analisada,
sugerindo que o acréscimo em &rea 6ssea ndo é acompanhado pelo acréscimo obtido na espessura da cortical
trefinada. (Anexo F—fig. 04)

 |IMHG60 (Grupo Il com a cavidade preenchida por fragmentos 0sseos e recoberta por membrana homogena
aos 60 dias): A membrana Ossea recobre toda a regido anaisada e se encontra incorporada ao tecido 6sseo
neoformado. Na maioria dos casos h& formagdo de um espaco entre a membrana e o 0sso adjacente, sendo
preenchido por células proprias do cana medular. A membrana permanece aderida as bordas do defeito 6sseo bem
como ao leito neoformado abaixo desta. Hapresenca de espacos trabeculares amplos abaixo da membrana, com
tecido conjuntivo bem organizado e sem sinais de inflamacg&o aguda. Apesar de ser possivel observar o aparente
aumento na espessura 0ssea da tibia, ha ainda persistentes e ampl os espacos medulares na area 6ssea neorformada,
se comparado ao grupo controle, Apesar da membrana 6ssea homdgena ser incorporada a area 6ssea neoformada,
areas de sua reabsorcdo podem ser identificadas . Os enxertos 0sseos apresentam-se unidos e incorporados a érea

0Ossea neoformada e a membrana. (Anexo F —fig. 05)
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e [1IMX60:(Grupo Il com a cavidade preenchida por coagulo sanguineo e recoberta por membrana de ptfe aos
60 dias.): Resultados semel hantes sdo comparados ao grupo anterior, sendo observado discreto atraso no processo de
remodelacdo, quando comparado ao grupo controle. Superficialmente, a membrana sintética recobre toda a regido
analisada, estando justaposta a uma delgada camada de 0sso neoformado e sem indicios de desintegracdo. Apenas
abaixo de suas extremidades € visto um delgado tecido conjuntivo fibroso. Abaixo dessa camada, ha persistentes e
amplos espacos intertrabeculares contendo células hematopoeiéticas, préprias do canal medular. Como no grupo
anterior, 0s enxertos 0sseos apresentam-se unidos e incorporados entre si e a area 6ssea neoformada. (Anexo F — fig.
06)
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RESULTADOSHISTOMETRICOSE ESTATISTICOS

RESULTADOSHISTOMETRICOS-Anexo E

Os va ores numéricos das areas mineralizadas foram submetidos a aderéncia a curva normal, e posteriormente
0s grupos enxerto sem membrana (Tabela 01), enxerto com membrana Hombgena (Tabela 02) e enxerto com
membrana sintética (Tabela 03) 10 e 60 dias submetido ao teste de T, onde somente o grupo enxerto com membrana
homoégena passou pela variancia, mostrando que ndo houve grande mudanca no grupo dos 10 aos 60 dias assm a
membrana homdgena simulava uma cortical 0ssea que atrasou 0 reparo quando comparado aos outros grupos; 0S
demais gerando um resultado de significancia estatistica no teste de variancia; assim como 0S grupos enxerto sem
membrana e enxerto com membrana sintética 10 e 60 dias submetido ao teste de Mann-Whitney; no entanto, 0s grupos
novamente foram submetidos ao teste de Normalidade, considerando individualizar os tempos. (Tabelas 04 e 05)

No teste de inter-relacéo entre grupos de mesmo tempo em 10 e 60 dias, o teste aplicado foi 0 de Kruskal-
Wallis, os grupos enxerto com membrana homogena e enxerto com membrana sintética no tempo 60 dias falharam e se
mostraram estatisticamente significante, indicando a necessidade de analisar separadamente os dados destes
grupos.(Tabela 06)

O resultado indica que os grupos com membrana apresentaram atraso na quantidade de osso neoformado; o
grupo de membrana homdgena apresentou logo aos 10 dias maior quantidade de osso neoformado e lenta substituicdo
até aos 60 dias; 0 grupo de enxerto com membrana sintética aos 60 dias apresentou uma média correspondente ao 0Sso
neoformado (AON) maior que a do grupo homégena.
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DISCUSSAO

Barreiras do tipo e-PTFE séo consideradas o padréo ouro da técnica de ROG. Por se tratar de uma barreira
ndo reabsorvivel, exige um segundo procedimento cirdrgico para sua remocdo. Com a intencdo de eliminar esta
segunda etapa cirurgica, foram desenvolvidas barreiras reabsorviveis ou absorviveis; porem este argumento ndo €
sustentado nos casos em que ainstalacdo do implante depende de regeneracéo previa do 0sso €, portanto, um segundo
tempo cirdrgico setornainevitavel.

O reparo de defeitos 6sseos € um bom modelo para estudo da regeneracéo 0ssea, pois qualquer lesdo Gssea
ativa a regeneracio local pela liberacdo de fatores de crescimento e indutores'®. Ta processo depende das fases de
revascularizagdo, incorporacdo, substituicdo e remodelacdo para 0 restabelecimento da arquitetura do 0sso
hospedeiro®’. Sabe-se que 0 melhor material para reconstruc&o dos defeitos Gsseos é o enxerto Gsseo autégeno e quando

este é utilizado na forma particulada *%*%%2

€ rapidamente revascularizado por liberar uma quantidade maior de
fatores de diferenciacdo e crescimento nos estégios iniciais da regeneracdo. Por outro lado, exibe uma atividade
osteocl&stica mai's intensa, resultando em uma maior reabsorcdo, quando comparado a0 enxerto em bloco®. A maior
limitac8o de sua particulagdo € a instabilidade imediata de seus fragmentos, pois a imobilidade do enxerto dificilmente
é obtida quando n&o ha protecéo com barreiras biol 6gicas ou com paredes 6sseas™.
A incorporacdo dos enxertos Osseos em todos os espécimes analisados associada ao

desenvolvimento de um trabeculado bem organizado ao redor dos fragmentos dsseos implantados demonstram que a
reparagdo torna-se mais favoravel e rgpida com o uso dos enxertos 6sseos autdgenos, embora tais diferencas ndo
possam ser apontadas com significancia estatistica.

A técnica da regeneragdo dssea guiada pode ser aplicada com sucesso na reparacdo de defeitos 6sseos ao
redor de implantes dentais e reconstrugdes alveolares”, porém quando as membranas s30 instaladas objetivando o
aumento vertical dos defeitos, freqlientemente invaginam ou colabam devido a pressdo gerada pelos tecidos moles
sobre elas, sendo a caracteristica de resisténcia a pressdo ndo observada nas membranas absorviveis porém presente nas
membranas de Ptfe*.

Diante disso, em tais circunstancias, as membranas s30 instaladas sobre algum material de preenchimento®
capaz de promover suporte para resistir & pressdo exercida pelos tecidos moles sobre elas®, o que, no caso deste
trabalho, optou-se pelo preenchimento das cavidades pelo enxerto autégeno particulado, por ser este considerado o
mais ideal dentre outros tipos de enxertos ou implantes. Verificou-se que em todos os grupos as membranas
mantiveram suas posi¢oes, ndo colabaram e foram incorporada por 0sso neoformado, fato este que descarta a hipétese
de que a membrana possa estar sendo expulsa ou isolada do leito receptor.

A associacdo de material de enxertia nos procedimentos de ROG parece favorecer os resultados. Isto,
provavelmente, ndo somente pelas propriedades osteogénicas e osteocondutoras dos enxertos, mas tambem pelas suas
propriedades fisicas mantenedora de espago e estabilizadora da ferida®’
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Nos periodos iniciais da reparacdo, algumas areas das membranas apresentaram espacos, ou areas em
reabsorcdo, porém, em muitos pontos houve aformagéo de pontes dsseas ligando-as ao trabeculado ésseo neoformado.
Em suas bordas, as membranas foram incorporadas ao 0sso pré-existente. Em periodos tardios, grande parte das
membranas foram incorporadas ao trabeculado 6sseo neoformado, e parciamente foram reabsorvidas, sendo
substituidas por osso neoformado ou por espacos medulares podendo significar atraso no processo de ossificacéo.
Enfim, as membranas ndo provocaram reacdo inflamatoria intensa ou reagdes tipo corpo estranho que gerassem sua
expulsdo, ao contrario, notou-se aumento da espessura 6ssea da tibia quando comparado ao grupo sem membrana
corroborando com outros estudos . Como foram empregadas em cavidades 6sseas néo foi possivel determinar seu
potencial osteoindutor, pois as cavidades seriam, de qualquer forma, preenchidas por osso. Por outro lado, a formagéo
de espagos medulares abaixo destas, comprometeu o ganho de volume Gsseo interno na cortical da tibia o que parece
ser uma desvantagem nesse periodo estudado, apesar de tais espacos ainda estarem em processo de remodel acdo dssea.

Ha até quem defenda o poder de osteoinduc&o da matriz 6ssea homdgena desmineraizada® ,0 que nos levaa
concordar que € necessario 0 estudo dessa membrana em &rea que normalmente ndo contém 0sso para responder a
divida do caréter osteoindutivo da membrana, porém o fato da membrana ter sido submetida ao acido cloridrico e a
glicerina, provavelmente, tornou-a mais biocompativel com relagdo as membranas sintéticas estudadas pela literatura e
até mesmo ao enxerto homégeno sem qual quer tratamento™

Nos casos onde ndo ha necessidade da remocéo da membrana ou de um segundo tempo operatério para a
abordagem da area regenerada, 0 uso da membrana homdgena poderia ser melhor indicada que a membrana de PTFe,
desde que novas pesquisas atestem resultados semelhantes entre elas ou superiores para a membrana homogena, sendo
tais pesquisas realizadas com metodologias mais especificas, incluindo novas regides, outros animais, condices de
forcas einstalacdo de implantes .



21

CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados pelo presente estudo, pode-se concluir que:

1

A membrana homdgena desmineralizada mostrou ser biocompativel na forma empregada,
cumprindo satisfatoriamente o principio da regeneracéo dssea guiada;

Ambas as membranas obtiveram desempenhos semelhantes com relacdo ao reparo 6sseo em tibia de
ratos, embora proporcionassem seu atraso.

A membrana homdgena mostrou-se ser de absorcdo lenta
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Anexo C -

ANEXO C: Ilustracgées da fase cirargica da metodologia experimental

Fig. 1 - Ratos machos com peso Fig.2- Cloridrato de Xilazina e
corporal aproximado de 250 cloridrato de Cetamina.
gramas.

Fig. 3 - Anestesia por via intramus- Fig. 4 - Membro posterior
cular. tricotomizado e antissepsia
realizada.
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Afastamento tecidos
exposicao da tibia.

Fig. 7 - Cavidade na tibia direita utilizada Fig. 8 - Enxertos obtidos.
como area doadora
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Fig. 9 - Cavidade na tibia esquerda Fig. 10 - Membrana  acomodada e

preenchida com  enxerto devidamente estabilizada.
particulado.

Fig. 11 - Sutura finalizada. Fig. 12 - Penicilina G benzatina (20.000
u.l.).



Fig. 13-  Calvaria de animais doadores Fig. 14-  Calvaria para grupo 1
para o grupo Il apdés completa devidamente  recortada e
remocao de tecido mole processada.
circunvizinho.

Fig. 15-  Cilindros de precisao ajustaveis Fig. 16 -  Membrana utilizada no grupo
utilizados para a realizacao da “clivagem” .

das corticais internas e externas da calvaria
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Anexo D -

ANEXO D - Illustracoes da analise histométrica

Fig. 1 -

Equipamento utilizado na captacao das imagens
histolégicas. Camera digital (JVC TK-1270 Color Video
Camera) acoplada ao microscopio Carl Zeiss (Axiolab) e
conectada ao computador.
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Fig. 2 - Programa ImaglLab 2000. Fotomicrografia da regiao do
defeito cirdrgico.

Fig. 3 - Selecao da Area Total (AT) do defeito cirlrgico.



Fig. 4 -

Fig. 5 -

Selecao da Area Total (AT) do defeito cirirgico.

Planilha de dados do programa exibindo o valor percentual
referente a Area Total (AT) anteriormente selecionada.
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Fig 6-

Fig. 7 -

Selecao da area de tecido 6sseo Neoformado (AON)

Selecédo da area de tecido 6sseo neoformado (AON)
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Fig. 8-

Fig. 9 -

Planilha de dados do programa exibindo o valor
percentual referente a Area Ossea Neoformada (AON)
anteriormente selecionada.

Selecdo das areas correspondentes aos espacos
intertrabeculares (EI)
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Fig. 10 -

Fig. 11 -

Selecao das areas correspondentes aos espacos
intertrabeculares (EI)

Planilha de dados do programa exibindo o valor
percentual referente aos Espacos Intertrabeculares (IE)
anteriormente selecionados.
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ANEXO E - Tabelas e grdficos da analise estatistica baseada nos dados

obtidos na analise histométrica

Tabela 01 — Grupo enxerto sem membranaem 10 e 60 dias:

Teste da Normalidade:

10dias. K-SDist. =0,146 P > 0,200 Passou
60dias: K-SDist. =0,158 P > 0,200 Passou
TestedeT:

Teste danormalidade: (P=0,084) Passou
Teste de variancia (P <0,050) Falhou

Mostrou diferenca estatistica entre 0s grupos.

Teste de Mann-Whitney:

Grupo N  Perdido M édia 25%
10dias 16 0 32879,500  27056,500
60dias 16 0 63302,000  55919,000

75%
37287,000
77515,000

70000
60000
20000
40000
30000
20000
10000 -

Media do enxerto sem

membrana

O010dias
M 60dias




Tabela 02 — Grupo enxerto com membrana homégena em 10 e 60 dias:

Testeda Normalidade:

10dias: K-SDist. =0,183 P = 0,160 Passou

60dias. K-SDist. = 0,265 P =0,004 Falhou

TestedeT:

Teste de Normalidade: (P=0,112) Passou

Igual dade de variancia: (P =0,191) Passou

Grupo N Perdido Média StdDev SEM
10dias 16 0 51404,375 14114,737 3528,684
60dias 16 0 56486,375 23722,367 5930,592

N&o mostrou diferenca estatistica entre os grupos.

97000 -
96000 -
95000 -
94000 -
93000 -

[010dias
H 60dias

92000
91000

90000 -
49000 -
48000 -

Média do enxerto com
membrana Homogena



Tabela 03 — Grupo enxerto com membrana sintética em 10 e 60 dias:

Teste da Nor malidade:

10dias. K-SDist. =0,144 P> 0,200 Passou
60dias. K-SDist. =0,224 P=0,031 Fahou
TestedeT:

Teste de normalidade: (P =0,342)Passou

Teste de Variéncia (P < 0,050)Falhou

Teste de Mann-Whitney:

Teste de Normalidade: (P =0,473) Passou
Igualdade de Variancia: (P=0,111) Passou

N&o mostrou diferenca estatistica entre 0s grupos.

Grupo N  Perdido M édia 25% 5%
10dias 16 0 35156,500  23508,500  43353,000
60dias 16 0 58815,500  33582,500  90719,000

T = 205,000n(pequeno)= 16 n(grande)= 16 (P = 0,027)

60000

90000 -

40000 -

30000-

20000

010dias
l 60dias

10000 -

Meédia do enxerto com
membrana Sintética
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Tabela 04 — Grupo enxerto sem membrana em 10 dias:
Grupo enxerto com membrana homégena em 10 dias:

Grupo enxerto com membrana sintéticaem 10 dias:

Testede Normalidade

ET: K-SDist. = 0,146 P >0,200 Passou

MHE: K-SDist. =0,183 P =0,160 Passou

MSE: K-SDist.=0,144 P > 0,200 Passou

Teste de Kruskal-Wallis:

Grupos N Perdido Média 25% 5%
ET: 16 0 32879,500  27056,500  37287,000
MHE: 16 0 53775,000  42605,000 56951,500
MSE: 16 0 35156,500  23508,500  43353,000

H = 15,433 with 2 degrees of freedom. (P = <0,001)

60000 -

90000 -

40000 -

30000 v

20000 -

10000 -

Media dos Grupos aos 10 dias

OET
B MHE
B MSE
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Tabela 05 — Grupo enxerto sem membrana em 60 dias:

Grupo enxerto com membrana homédgena em 60 dias:

Grupo enxerto com membrana sintéticaem 60 dias:

Teste da Normalidade:

ET: K-SDist. = 0,158 P >0,200 Passou

MHE: K-SDist. =0,265 P =0,004 Falhou

MSE: K-SDist. =0,224 P =0,031 Falhou

Teste de Kruskal-Wallis:

Grupo N  Perdido Média 25% 5%
ET: 16 0 63302,000 55919,000  77515,000
MHE: 16 0 42869,000 38251,000  76308,000
MSE: 16 0 58815,500 33582,500  90719,000

H = 2,814 with 2 degrees of freedom. (P = 0,245)

70000 -
60000 ]
20000 -
40000
30000 -
20000 -

10000 -

Média dos Grupos aos 60 dias

OET
B MHE
B MSE




Tabela 06 — Testes aplicados aos grupos enxerto com membrana homégena e enxerto com

membrana si ntética.

Testede T

Teste da Normalidade: (P <0,050) Falhou

Teste de Mann-Whitney

Grupo N  Perdido Média 25% 5%
MHE 16 0 42869,000  38251,000  76308,000
MSE 16 0 58815,500  33582,500  90719,000

T = 270,000n(pequeno)= 16 n(grande)= 16 (P =0,836)

60000 -

20000 -

40000 -

B MHE
B MSE

30000

20000 -
10000 -

0_

Meédia dos Grupos aos 60 dias
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RESULTADOS10DIAS

« IC10 (Grupo | com a cavidade preenchida por enxertos 0sseos e sem recobrimento por
membrana aos 10 dias)

Figura 1-1C10 — Campoesquerdo: Enxertos ésseos (E) encontram-se revascularizados e incorporados,
havendo tecido ostedide (TO) unindo-os as trabéculas ésseas neoformadas (TO) e a borda da
ferida cirargica, com a presenca de amplos espagos intertrabeculares (El). Campo Direito: Grande
atividade osteoblastica (OS) pode ser observada naregido.H.E. Originais 100 e 400X.

e [IMH10 (Grupo Il com a cavidade preenchida por enxerto dsseo e recoberta por membrana
homogena aos 10 dias)

ElI TO
MH

Figura 2-1IMH10 — Campo esquerdo: Membrana homdgena sendo incorporada (MH) ao tecido ostebide
(TO) e aos enxertos 6sseos (E). H& amplos espacos intertrabeculares (El).Campo Direito: A
membrana homdgenapossui poucas areas de reabsorcéo (R), sendo a maior parte destaincorporada
inicialmente por pontes de tecido 6sseo neoformado (TO). H.E. Originais 100 e 400X.



47

e [IIMX10 (Grupo Il com a cavidade preenchida por enxerto 6sseo e recoberta por membrana
sintética de PTFe aos 10 dias)

Figura 3-111MX10 — Campo esquerdo: Membrana sintéticade Ptfe (MX) em intimo contato com tecido 6sseo
neoformado imaturo (TO). Campo Direito: Espacos intertrabeculares amplos (El), contendo
tecido de granulagdo em organizagdo, com desenvolvimento de um trabeculado 6sseo (TO) com
amplas lacunas osteociticas. H.E. Originais 100 e 400X.



RESULTADOSG0DIAS

e |C60(Grupo I com a cavidade preenchida por enxertos ésseos e sem recobrimento por

membrana aos 60 dias)

[

Figura 4-1C60 — Campo esquerdo: Tecido neoformado (TO) maduro obliterando a cavidade cirGrgica a partir
de suas bordas (B)..Enxertos dsseos encontram-se incorporados e revascularizados, sendo que
aguns deles apresentam-se no interior do espago medular (EM) Campo Direito: Osso neoformado
maduro (TO) e os enxertos encontram-secom poucas |lacunas osteociticas com nucleos picnoticos
(E). H.E. Originais 100 e 400X..

e |IMH60 (Grupo Il com a cavidade preenchida por enxertos 0sseos e recoberta por
membrana homdgena aos 60 dias)

Figura 5 — IIMH60 — Campo esquerdo: A membrana homdgena (MH) encontra-se incorporada ao tecido
neoformado (TO) obliterando totalmente a cavidade cirdrgica sobre as bordas (B) da ferida
cirtrgica. Abaixo da membrana ha formac&o de amplos espacos (*). O tecido conjuntivo presente
no interior dos espagos intertrabeculares (El) € semelhante ao do espago medular (EM). Campo
Direito: Membrana homégena com lacunas osteociticas vazias esta sendo incorporada por pontes
Osseas (P). H.E. Originais 100 e 400X ..
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e [IIMX60:(Grupo Il com a cavidade preenchida por enxerto 6sseo e recoberta por

membrana de ptfe aos 60 dias)

EM
MX
TO

El

Figura 6 — [1IMX60 — Campo esquerdo: A membrana de ptfe (MX) encontra-se justaposta ao tecido
neoformado (TO) obliterando totalmente a cavidade cirlrgica sobre as bordas (B) da ferida
cirdrgica. Abaixo da membrana ha formagéo de amplos espacos (*). O tecido conjuntivo presente
no interior dos espacos intertrabeculares (El) é semelhante ao do espaco medular (EM). Campo
Direito: Membrana de ptfe (MX) preservadae justaposta ao tecido 6sseo com presenca de pouco
tecido conjuntivo fibroso (TC) abaixo dela, especialmente proximo as suas extremidadesH.E.
Originais 100 e 400X ..
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