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Benetti LP. Avaliacdo da regeneracdo 6ssea guiada por meio do uso de membrana
de colageno associada a hidroxiapatita em defeitos criticos na calvaria de ratos.
Andlises histomorfométrica e imunoistoquimica [dissertacdo]. Aracatuba: Faculdade
de Odontologia de Aracgatuba, Universidade Estadual Paulista; 2020.

RESUMO

O uso de membranas que auxiliem no processo de regeneracéo 6ssea guiada (ROG)
€ uma vertente dos estudos de biomateriais compativeis que auxiliam no processo de
reparo por meio da osteopromocao. O objetivo deste trabalho foi avaliar e comparar a
regeneracao 0ssea guiada utilizando membranas de colageno de origens diferentes
em defeitos criticos criados em calvaria de ratos. Materiais e métodos: foram utilizados
72 ratos Albinus Wistar divididos em 3 grupos, sendo 6 animais para cada grupo:
grupo controle somente com coagulo; grupo que recebeu a membrana de colageno
porcina (Bio-Gide®) e grupo de membrana de colageno bovino associado a
hidroxiapatita sintética (Col. HAP-91®). Foram estudados os periodos de 7, 15, 30 e 60
dias pos-operatorios atraves de laminas submetidas as andlises histomorfométricas e
imunohistoquimicas. Os resultados histolégicos demonstraram que o grupo controle
positivo (BioGide®) apresentou neoformacédo 6ssea mais avancada aos 30 dias em
comparagdo ao grupo coagulo e grupo experimental (Col.HAP-91®). Aos 60 dias
observou-se similaridade quanto a neoformacgdo éssea entre os grupos BioGide® e
Col.HAP.91®. Esses resultados foram corroborados pelos resultados da
imunoistoquimica. Diante dos resultados obtidos conclui-se que, todas as membranas

estudadas nesta pesquisa promoveram a ROG.

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



Benetti LP. Evaluation of guided bone regeneration through the use of a color
membrane associated with hydroxyapatite in critical defects in rat calvaria.
Histomorphometric and immunohistochemical study [dissertacdo]. Aracatuba:
Faculdade de Odontologia de Aracatuba, Universidade Estadual Paulista; 2020.

ABSTRACT

The use of membranes that aid in the guided bone regeneration (ROG) process is also
a part of compatible biomaterial studies that aid in this repair process. Objective: To
evaluate and compare guided bone regeneration using membranes from different
origins in critical defects created in calvaria of rats. Materials and methods: We will use
72 Albinus Wistar rats divided into 3 groups, 6 of which were animals for each group:
control group with clot only; group that received the porcine collagen membrane (Bio-
Gide®) and synthetic hydroxyapatite membrane group associated with collagen
(Col.HAP-91®). The animals will be euthanized at 7, 15, 30 and 60 postoperative days.
Laboratory procedures will be performed and histomorphometric and
immunohistochemical analyzes will be performed. Histological results showed that the
positive control group (BioGide®) presented more advanced bone formation at 30 days
compared to the clot group and the experimental group (Col.HAP-91®). At 60 days,
there was a similarity in bone neoformation between the BioGide® and Col.HAP.91®
groups. These results were confirmed by iminohistochemistry. In view of the results
obtained, it is concluded that all membranes studied in this research promoted guided

bone regeneration.

Keywords: Biomaterial. Regeneration. Bone tissue. Membrane.
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1. INTRODUCAO

A osteopromocéao é a capacidade que barreiras como as membranas, possuem
em selecionar o tipo celular do tecido mais indicado para repopular determinada ferida
cirrgica por meio de um selamento do local anatdmico-3. Esse selamento serve para
prevenir que outros tecidos, principalmente o tecido conjuntivo, invadam a regidao uma
vez que sua formacdo € mais rapida que a do tecido 6sseo, interferindo na
osteogéneses.

Dahlin et al.> foram os primeiros a avaliarem o potencial de regeneracéo éssea
utilizando membranas em defeitos previamente criados e preenchidos por tecido
conjuntivo fibroso que foi removido e os defeitos foram recobertos com membranas e
apos seis semanas, todos os defeitos estavam preenchidos por tecido ésseo. Para
esse processo onde a regeneragdo ocorre apenas por tecido 0sseo, denomina-se
regeneracdo 6ssea guiada (ROG)*. A partir desse estudo, outros trabalhos iniciaram
as pesquisas buscando materiais que pudessem ser utilizados como barreiras
biol6gicas efetivas no processo de ROG®”

Entre as principais indicagbes do uso das membranas bioldgicas em
processos de ROG estdo: correcdo de rebordos edéntulos ou defeitos residuais®,
alvéolos apds exodontias®; deiscéncia e fenestracdes apds colocacdo de implantes
mediatos e imediatos?©.

Para que o processo de ROG ocorra existem pré-requisitos que devem ser
observados como: o defeito 6sseo deve possuir fonte de células osteogénicas viaveis;
a area a ser regenerada deve fornecer adequada de vascularizacao; o local da ferida
a ser regenerado deve permanecer mecanicamente estavel durante a cicatrizacao, ja
gue os micromovimentos poderao influenciar no tecido a ser formado, deve existir um
espaco apropriado entre a membrana e a superficie 6ssea, impedindo o colapso deste
espaco, permitindo que seja preenchido por um coagulo sanguineo, sendo este
espaco critico, ja que nele as células osteogénicas irdo se multiplicar’.

Também é fundamental que as membranas devem possuir propriedades de
permeabilidade que permita a difusdo de plasma e nutrientes, porém néo a passagem
de células ndo osteogénicas; biocompatibilidade da membrana; proteger a delicada
rede vascular durante a organizacéo do coagulo!?. Além disso, este biomaterial deve
resistir a pressao dos tecidos adjacentes e forcas externas. Uma membrana deve ter

rigidez suficiente (memoaria), para criar 0 espaco, entretanto deve também adaptar-se
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ao contorno 0sseo. Quanto melhor a adaptacdo da membrana, mais completa sera a
regeneracao®3,

As membranas de PTFE sdo as mais estudas, contudo, o fato de necessitar de
dois tempos cirargicos fez com que as pesquisas percorressem o caminho para o
desenvolvimento de membranas com potencial de absorcdo!4. Hoje membranas de
colageno, cortical bovina e de polimeros absorviveis sdo focos de pesquisa uma vez
possuem a capacidade de absorcdo e ndo ha necessidade de um segundo tempo
cirirgico para sua remogao’1°,

As membranas de colageno absorvivel dominam os procedimentos de ROG na
pratica clinica atualmente e a sua utilizacdo tornou-se tratamento padréo para ROG e
apresenta varias vantagens em comparacdo com as membranas nao absorviveis:
estabiliza a ferida, permite vascularizacdo precoce, atrai os fibroblastos através da
guimiotaxia e sdo semipermeaveis, o que facilita a transferéncia dos elementos
nutritivos. Devido a propriedade hidrofilica da membrana, facilita a técnica cirargica e
sua estabilizagcdo sobre o enxerto, além de nédo necessitar de cirurgia para remogéo.*
16_

Uma das mais utilizadas e documentadas membranas de colageno, € derivada
de suinos e ndo reticulada (Bio-Gide®, Geistlich, Wohlhusen, Suica). As
caracteristicas de hidrofilia e maleabilidade desta membrana a tornam féacil de ser
adaptada sobre o enxerto e, quando colocada em dupla camada, ocorre uma melhor
estabilizacao, dispensando assim a utilizacdo de tachinhas ou parafusos para fixacao,
além disso quando expostas ndo causam infec¢do local porque os tecidos moles
geralmente cicatrizam por segunda intencéo-’.

As membranas podem servir também como suporte do crescimento celular por
possuir uma estrutura que mimetiza a matriz extracelular, permitindo assim
crescimento, proliferacdo, migracéo e diferenciagdo de tecidos especificos para uma
futura implantacdo.**8. A matriz extracelular € composta de uma interligacéo de fibras
proteicas (colageno e elastina), proteoglicanas e depdsitos de minerais no caso do
tecido 6sseo. Pensando neste aspecto, algumas membranas vém associando a sua
composicdo nanoparticulas de HA, pois sua estrutura, além de ser mantida por mais
tempo, € mais favoravel para os osteoblastos?9-20-21-22,

Atualmente ha no mercado uma membrana de colageno bovino associada a

hidroxiapatita, a Col.Hap-91®. (JHS, Biomateriais Sabara, Minas Gerais, Brasil), sendo
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composta por 25% de colageno bovino e 75% de Hidroxidoapatita, biocompativel e
absorvivel. Os poros de sua estrutura auxiliam na formacdo 6ssea de modo que atua
como uma barreira impedindo o crescimento do tecido fibroso indesejado e auxiliando
na estabilidade do material enxertado?.

Assim, este trabalho teve como objetivo de estudar a acdo osteopromotora de
2 tipos de membranas existentes no mercado: a coladgeno porcino e a nova membrana
de colageno bovino associada a HA, baseado na metodologia da confeccdo de

defeitos criticos provocados em calvéria de ratos?*.
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3. OBJETIVOS

A proposta deste projeto foi avaliar por meio da analise histomorfométrica e
imunohistoquimico o potencial de regeneracdo 6ssea guiada da membrana de
colageno bovino associada a hidroxiapatita sintética (Col.Hap-91®, JHS, Biomateriais

Sabara, Minas Gerais, Brasil),) em defeitos 6sseos criticos em calota de ratos.
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4. MATERIAIS E METODOS

Cirurgia experimental:

Para o desenvolvimento deste projeto, foram utilizados um total de 72 ratos
(Rattus novergicus albinus, Wistar), machos, adultos (3 a 4 meses), com
aproximadamente 200g a 300g, os quais foram divididos em 3 grupos (n=6 por grupo),
submetidos a eutanasia em trés momentos do experimento, aos 7, 15, 30 e 60 dias
apos a cirurgia. Estes animais foram mantidos em gaiolas, e alimentados com racao
balanceada (NUVILAB, Curitiba PR, Brazil) contendo 1.4% Ca e 0.8% P e agua ad
libitum no Biotério da Faculdade de Odontologia do campus de Aracatuba— UNESP.

Sendo assim, em cada animal foi realizado um defeito dsseo critico na calvaria
(de 8 mm), como discriminado a seguir:

* Grupo Experimental (Col.Hap-91®, JHS: Biomateriais Sabara, Minas Gerais, Brasil)
(CHP): n=24: O defeito 6sseo critico foi preenchido com coagulo sanguineo e sobre o
defeito colocado uma membrana de colageno bovino associado a hidroxiapatita
sintética sendo 6 ratos submetidos a eutanasia em cada periodo para a analise (7, 15,
30 e 60 dias ap6s a cirurgia)

* Grupo Controle Positivo (Bio-Gide® - Geistlich Wohlhusen, Suica) (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 apds a cirurgia);

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

Os animais foram mantidos em jejum pré-operatorio 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 asséptico,
incluindo a esterilizacdo do instrumental utilizado, delimitacéo da area a ser operada
com campos estéreis, uso de aventais e luvas cirargicas estéreis. Todos 0s
procedimentos cirdrgicos foram realizados na sala cirtrgica do Biotério da Faculdade
de Odontologia de Aragatuba — UNESP. Em seguida foi realizada a tricotomia na
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regido da calvaria, antissepsia com Polivinil Pirrolidona lodo Degermante (PVPI 10%,
Riodeine Degermante, Rioquimica, S&o Joseé do Rio Preto), associado ao PVPI tépico
(PVPI 10%, Riodeine, Rioquimica, Sao José do Rio Preto) e aposicdo de campos
estéreis.

Foi realizada inciséo triangular no sentido de aproximadamente 2 (dois) cm,
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-rotacdo sob irrigacdo abundante com solucédo de cloreto de sédio 0,9%
(Darrow, Rio de Janeiro, Brasil), foi confeccionado um defeito cirargico critico final de
8 mm de didmetro, sendo 1mm a mais devido a espessura da trefina, na por¢éo central
da calvaria envolvendo a sutura sagital, mantendo-se a integridade da dura-méater
(Figura 1). ApGs a trefinacdo, o descolamento total do fragmento sera realizado com
auxilio de um instrumento Hollemback 3S. De acordo com os tratamentos propostos
os defeitos serdo preenchidos somente com coagulo sanguineo e os demais grupos
preenchidos com coagulo sanguineo e sobre o defeito colocado uma membrana de
colageno porcino (Grupo Bio-Gide® — n=24) ou com uma membrana colageno bovino
associado a hidroxiapatita grupo experimental (Grupo COL.HAP-91® - n=24)(Figura
2).

Finalizando o procedimento, os tecidos moles foram cuidadosamente
reposicionados e suturados em planos empregando-se fio reabsorvivel (acido
polilatico — Vycril 4.0, 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-operatério imediato cada animal recebeu dose Unica intramuscular de
0,2 ml de Penicilina G-benzatina (Pentabiotico 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.



18

FIGURA 1 - A. Acesso cirargico a calvaria. B. Defeito 6sseo de 8mm de didmetro criado
no centro da calvéaria envolvendo a sutura sagital, representada pela linha tracejada
vermelha. Remocao da cortical daregido de calvaria.

Fonte: Autor, 2020

FIGURA 1: Defeito critico de 8mm. A. Membrana de colageno bovina associada a HA
(JHS, Biomateriais Sabara, Minas Gerais, Brasil). B. Membrana de coldgeno porcino
(Bio-Gide® Geistlich Wolhusen, Switzerland). C Coagulo

Geistlich

Bio-Gide’

Fonte: Autor, 2020

Os animais foram submetidos a eutanasia nos periodos de 7, 15, 30 e 60 dias
pbs-operatorios por meio de dose excessiva de anestésico.

As calvarias dos ratos foram removidas e fixadas em solucao 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,
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separando os defeitos 6sseos. As pecas obtidas foram incluidas em parafina
separadamente e receberao cortes de 6 um de espessura e serao montadas em
laminas. As laminas foram separadas para a coloracdo em hematoxilina e eosina
(HE).

Previamente a realizacdo da andlise histométrica as amostras foram
codificadas de maneira que somente o orientador conhecera quais grupos pertencem.
Um anico examinador realizou as analises e 0 mesmo desconhecera o respectivo

grupo da seccgéo.

4.1 Analise histométrica

Apbs 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. Para a comparacdo entre os valores médios
obtidos nos diferentes grupos e periodos experimentais, foi inicialmente submetido ao
teste estatistico de homocedasticidade, para posterior aplicacdo do teste mais
adequado (paramétrico ou nao parametrico), dependendo da distribuicdo dos dados
na curva de normalidade. Foi utilizado o programa estatistico para pesquisa biologica
SigmasStat 3.1 (Systat Software, Inc), em que foi adotado como nivel de significancia

p < 0,05 para todos os testes.



20

4.2 Andlise imunoistoquimica

A imunoistoquimica foi realizada por meio da detec¢éo pela imunoperoxidase.
A atividade da peroxidase enddégena foi inibida com peréxido de hidrogénio.
Posteriormente, as laminas passaram pela etapa de recuperacdo antigénica com
tampéo fosfato citrato (pH 6.0) e o bloqueio da biotina endégena através de leite
destanatado. Os anticorpos primarios foram contra osteocalcina (OC) (Santa Cruz
Biotechnology) e osteopontina (Santa Cruz Biotechnology).

Foi utilizado o anticorpo secundario biotinilado anti-cabra produzido em burros
(Jackson Immunoresearch Laboratories), o amplificador foi a Avidina e Biotina (Vector
laboratories) e a diaminobenzidina (Dako) como cromdgeno. Apds a revelacao das
reacdbes com o cromogeno, foi feita a contra-coloracdo dos cortes histoldégicos
utilizando a Hematoxilina de Harris. Para cada um dos anticorpos utilizados, foi
avaliada a expressdo destas proteinas semi-quantitativamente pela atribuicdo de
diferentes “scores” de acordo com o niumero de células imunomarcadas no processo
de reparo 6sseo. A analise foi realizada em microscopio 6ptico (LeicaR DMLB,
Heerbrugg, Switzerland) e a intensidade das imunomarcacdes foi determinada
semiquantitativamente, com escores de 1 a 4, sendo 1 para auséncia de

imunomarcacao e 4 para marcacao intensa.
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5- RESULTADOS

5.1 Analise histométrica

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 interagbes “Grupo experimental versus
periodos”. Todas as interagbes mostraram alteragdes significantes estatisticamente
(p<0,05). Adicionalmente, para a identificacdo precisa das alteracdes estatisticas, o
pos-teste Holm-Sidak foi aplicado, em que para todos os testes, o nivel de significancia
de 5 % foi considerado. Todos os testes foram realizados no programa estatistico
Sigma Plot 12.3 (Systat Software, Inc., San Jose California, USA).

Na avaliacdo histométrica da evolucao cronoldgica do reparo ésseo (analise
intragrupos), o grupo controle positivo (BioGide®) apresentou maior area de
neoformacédo 6éssea em nos periodos de 7, 30 e 60 dias (p<0,05).

Nos periodos de 7 e 15 dias entre os 3 grupos houve similaridade estatistica
na neoformacéo 6ssea. As diferencas estatisticas apareceram na comparacao entre
grupos no periodo de 30 dias onde o grupo controle positivo (BioGide®) despontou
como melhor resultado. Aos 60 dias pos-operatorio o grupo experimental (Col.Hap-
91®) obteve neoformacéao similar ao grupo controle positivo, sem diferenca estatistica,
enquanto o grupo controle negativo (coagulo) apresentou os menores resultados para
este periodo (Grafico 1).

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

Porcentagem de Area Ossea Neoformada
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Fonte: Autor, 2020
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5.2 - Analise morfoldgica (microscopica)
GRUPO EXPERIMENTAL (COL.HAP91®)

7 DIAS - Observou-se presenca de alguns granulos de hidroxiapatita (Figura
7) por vezes no meio da membrana e outras vezes no meio do tecido de granulagao.
Um tecido infiltrado inflamatério mais intenso em algumas laminas e um tecido
conjuntivo frouxo ricamente vascularizado com muitas células gigantes (Figura 8).
Notou-se discreta orientacdo das fibras coldgenas numa possivel tentativa de
organizacédo destas. Inicio de neoformacédo 6ssea junto aos cotos.

15 Dias - Ainda é possivel observar a integridade da membrana (Figura 9). O
tecido conjuntivo denso organizado evidencia um maior direcionamento das fibras
colagenas. Nota-se uma diminuicdo da reacao inflamatéria com presenca de células
gigantes, fagocitando os granulos de hidroxiapatita e a presenca de ilhas de
neoformacdo éssea na regido central e também a partir dos cotos do defeito. E
possivel observar em algumas laminas a presenca de granulos de hidroxiapatita que
compdem o biomaterial no interior do conjuntivo. Infiltracdo dos granulos
demonstrando sua porosidade (Figura 10).

30 dias — E possivel constatar o processo de degradacio da membrana em
alguns espécimes, em outros, porém, nota-se a presenca da membrana quase
integra. Ha presenca de tecido conjuntivo fibroso organizado, intercalado com maior
neoformacdo 6ssea e pequenas particulas de granulos de hidroxiapatita envolvidos
por neoformacéo 0ssea. O centro do defeito ainda ndo fechado (Figura 11).

60 dias - Alguns espécimes tiveram o defeito preenchido por neoformacéo
6ssea, outros quase fechados, notando-se a presenca de peridsteo (Figura 12). E
possivel observar ainda a presenca de fragmentos da membrana e dos granulos de

hidroxiapatita (Figura 13).

GRUPO CONTROLE POSITIVO (BIOGIDE®) — Figuras 3 e 4

7 dias - Pode-se observar naimagem panoramica a presenca da membrana
de colageno porcino em toda a extensédo do defeito 6sseo. No aumento de 6.3x (14A)
nota-se a presenca de tecido de granulacédo bem organizado e nos aumentos

de 12,5x e 25x (
Fonte: Autor, 2020
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14 B e C) verifica-se que esse tecido de granulacdo € altamente
vascularizado, sem infiltrado inflamatério, e possivel observar inicio de neoformacéao
0ssea proximo aos cotos. Também é possivel observar células gigantes indicando
fagocitose da membrana, com inicio de neoformacao 6ssea no centro do defeito.

15 dias: Na imagem panoramica observa-se a presenca da membrana integra
que recobre toda area do defeito 6sseo. Nas analises com maior magntude pode-se
observar um tecido conjuntivo frouxo com pouco infiltrado inflamatério, ainda bem
vascularizado e areas de tecido 6sseo neoformado a partir do coto, com presenca de
tecido ostedide no centro do defeito (FIGURA 5 A, B).

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 observacdo das laminas nota-se a presenca de
neoformacédo dssea a partir dos cotos 6sseos e no centro do defeito, com a presenca
de remanescente da membrana entre a area de tecido 6sseo neoformado e o tecido
conjuntivo organizado sobre a membrana remanescente. Em alguns espécimes

verificou-se o fechamento do defeito (Figura 16).

60 Dias: Ha imagens da neoformacédo 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 nitida de tecido 0sseo neoformado preenchendo
praticamente toda a cavidade. Verifica-se também a presenca de membrana

remanescente, tecido conjuntivo fibroso bem organizado. (Figura 17).
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GRUPO CONTROLE NEGATIVO (COAGULO) — Figuras 3 e 4

7 dias - Todos os espécimes apresentaram pequena formacao ostedide junto
ao coto. A maior parte da cavidade foi preenchida por um tecido de granulacdo com
algumas fibras organizando-se de forma paralela as bordas do defeito, adjacente a
dura-mater. O tecido estava bem vascularizado e havia muitos fibroblastos na regiéo.
O infiltrado inflamatorio era do tipo linfoplasmocitario e as fibras colagenas ainda
estavam delgadas. Algumas células multinucleadas do tipo macréfagos foram vistas
proximos a area 0ssea em formacédo e alguns osteoclastos demonstraram inicio de
reabsorcdo nas bordas da ferida, mas ainda ndo ha indicios da presenca de
osteoclastos nas trabéculas neoformadas (Figura 18).

15 Dias - Infiltrado inflamatério moderado. Observou-se neoformacéo 6ssea
restrita as proximidades das bordas dos defeitos na maioria dos espécimes deste
grupo (Figura 19), com alguma neoformacgéo 6ssea pequena na porcao central.

30 dias - Alguns osteoclastos puderam ser vistos préximos as bordas e as
formacdes ostedides. O tecido estava bem vascularizado, podendo serem observadas
algumas areas hemorragicas nos espécimes. As fibras colagenas estavam orientadas
de forma paralela e houve elevado niumero de fibroblastos. O infiltrado inflamatorio
continuou moderado no grupo de 30 dias, distribuido ao longo do defeito. Os
osteoblastos estavam bem organizados ao redor das trabéculas (Figura 20 A, B)). Em
todos os espécimes a espessura do tecido ostedide neoformado foi menor que a do
tecido 6sseo original da calota.

60 Dias: Nota-se uma maior aproximacao dos cotos do defeito, contudo, sem
o fechamento do defeito, sendo o espaco preenchido por um tecido conjuntivo fibroso
(Figura 21).
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5.3 - Anélise Imunohistoquimica

Foram realizadas reac¢fes imunoistoquimicas utilizando anticorpos contra as
proteinas Osteocalcina (OC) e Osteopontina (OPN). O objetivo foi obter marcacdes
para analise qualitativa que representariam a expressao destas proteinas
caracterizando mineralizacao 6ssea nos diferentes grupos e periodos estudados. para
esta andlise foi utilizada um SCORE de imunomarcagdo*® que variou de 0 a 4, onde
0 sem Imunomarcacao (auséncia de rotulagem na matriz extracelular e auséncia
completa de células imunoreativas), 1 Imunoexpressao baixa (rotulagem fraca da
matriz extracelular e aproximadamente um quarto das células imunoreativas), 2
Imunoexpressdo moderada (rotulagem moderada da matriz extracelular e
aproximadamente metade das células imunoreativas), 3 Imunoexpressao forte (forte
rotulagem da matriz extracelular e aproximadamente trés quartos das células
imunoreativas) e 4 Imunoexpressao muito severa (rotulagem extremamente forte da
matriz extracelular e aproximadamente todas as células imunoreativas). Na tabela 1

estdo representados o0s escores de expressao das proteinas.

GRUPO CONTROLE POSITIVO (Bio-Gide®)

Osteopontina: Aos 7 e 15 dias nota-se imunomarcacdo moderada da matriz
extracelular (++) para esta proteina. As fotomicrografias do reparo 6sseo aos 30 dias
denota marcacdo leve (+) para a proteina osteopontina. Aos 60 dias, € possivel
observar a presenca moderada (++) deste biomarcador novamente. (Figura 18).

Osteocalcina: Aos 7 e 15 dias, marcacao moderada (++) da matriz extracelular. A
fotomicrografia do reparo 6sseo aos 30 e 60 dias de reparo 6sseo, € possivel observar
marcacao intensa (+++) para o biomarcador osteocalcina em regido de coto 0sseo e

centro do defeito (Figura 19).

GRUPO EXPERIMENTAL (COL.HAP91®)
Osteopontina: Nos periodos de 7 e 15 dias marcacdo intensa e moderada,
respectivamente, indicando possivel aumento da atividade osteoblastica. Aos 30 dias
apresenta marcacao moderada (++). Aos 60 dias, € possivel notar a presenca de uma

marcacao leve (++) (Figura 18).
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Osteocalcina: Aos 7 nota-se imunomarcacao leve (+). Aos 15, 30 e dias ocorre uma
marcacao moderada (++) para o biomarcador osteocalcina em regido de coto 0sseo

e centro do defeito (Figural9).
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TABELA 1 - Escores atribuidos a quantidade de Osteopontina (OPN) e Osteocalcina
(OC) nos grupos controle positivo e experimental.

Grupos OPN oC
COL.HAP-91® - 30 DIAS 2/3 2
COL.HAP-91® - 60 DIAS 1 3

BioGide® - 30 Dias 1 2
BioGide®- 60 Dias 1 2/3

Fonte: Autor, 2020
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6 DISCUSSAO

O tecido 0sseo possui uma consideravel capacidade de reparacdo quando
ocorre o comprometimento de sua estrutura, seja por fratura, processos patolégicos
ou cirurgias. Todavia, um defeito 6sseo de maior extensdo pode nao ter sua estrutura
e funcdo completamente reparados?>-26,

Por isso, a obtencdo de um reparo 0sseo satisfatério na corre¢cdo destes
defeitos faz se necessario o emprego de técnicas de enxertia. Nestas técnicas podem
ser utilizados enxertos autdgenos, aldogenos, xendgenos, por implantes aloplasticos,
sem ou com a utilizacdo das membranas, sendo as membranas fundamentais para o
processo de regeneracdo 6ssea guiada (ROG)?’.

O objetivo fundamental da ROG é a obten¢do de uma regeneracao 6ssea bem-
sucedida na area de defeito 6sseo com alta previsibilidade e baixo risco de
complicacBes. Além disso, a ROG busca alcancar um resultado satisfatério com
menor numero de intervencdes cirdrgicas, envolvendo baixa morbidade para o
paciente e um periodo de reparo diminuido. E evidente que, nos Ultimos 20 anos,
progressos significativos ocorreram no desenvolvimento de técnicas e material para
qgue a ROG ocorra de forma esperada?8-29,

O defeito criado no grupo controle negativo (coagulo sem membrana)
demonstrou um processo de reparo de forma padrdo para defeito chamados de
criticos, ou seja, a formacao 6ssea fica restrita as margens dos defeitos, sendo que o
centro do defeito fica reparado por um tecido conjuntivo fibroso, comprovando que
sem a presenca de uma membrana ou um biomaterial 0 mesmo por si sé ndo formara
um tecido 6sseo®°,

Ao fazer o uso de uma barreira mecéanica, ou seja, uma membrana, almeja-se
gue ocorra um aumento na quantidade de osso neoformado e, portanto, maior area
de regeneracéo tecidual, sendo maior neoformacao 6ssea se comparado ao controle
negativo, fato esse observado no presente estudo onde pudemos constatar que houve
uma neoformacdo Ossea significativamente superior nos dois grupos onde uma
membrana foi utilizada como barreira.

A finalidade de avaliarmos diferentes tipos de membranas é verificar se o
processo de ROG ocorre de maneira diferente entre elas e se a quantidade e/ou a
gualidade de osso neoformado possui alguma similaridade. Neste trabalho estamos
avaliando duas membranas de colageno de origens diferente: porcina X bovina, sendo
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gue a membrana experimental ainda esta associada a um biomaterial que é a
hidroxiapatita. Assim, temos que observar dois fatores importantes: o colageno e a
presenca desse biomaterial.

Em geral toda membrana que tem sua base de colageno sofre tratamento de
reticulacdo para melhorar sua resisténcia mecanica, entretanto, quando realiza-se
esse processo geralmente por uso de glutaladeido, esse tratamento acaba por gerar
especialmente nos primeiros dias um processo inflamatério mais intenso3-32, No
nosso estudo, nem a membrana de colageno porcino e nem a membrana de colageno
bovino, possuem esse tipo de tratamento, e pudemos observar que a reacao
inflamatoria inicial de ambas foi muito semelhante, o que permitiu um processo de
reparo inicial muito proximo nos periodos de 7 e 15 dias.

Nos tempos finais de reparo pode-se verificar que a membrana do grupo
controle positivo (Bio-Gide®) manteve seu alto nivel de atuacao ja tdo bem descrito
na literatura®33 em comparacdo a membrana experimental. Ela possui um padrdo
fisiolégico de reparo onde nos tempos iniciais temos um predominio da
imunomarcacao de OPN e a partir de 30 dias entra a fase de maturacdo éssea e
sobressai a presenca de Osteocalcina. Observa-se que ela promove uma
osteopromocao precoce e praticamente a neoformacgéo 6ssea total dela ocorre aos 30
dias, havendo somente uma maturacdo desse tecido neoformado ao final desse
processo.

A necessidade de buscar membranas alternativas a ela, muito se deve ao seu
alto custo. Neste caso, a membrana objeto deste trabalho também tem sua base o
colageno s6 que de origem bovina e em especial ela est4 associada a um biomaterial,
gue nesta situacdo também atua como osteocondutor pois as particulas de
hidroxiapatita acabam por penetrar no interior do coagulo auxiliando o processo de
reparo, e este fato foi observado em todos os espécimes avaliados nesta pesquisa.
Estudos de membranas associadas a presenca de HA tém demonstrado que essa
associacdo € muito interessante pois como visto no trabalho Chen e Chang??, a HA
adicionada as nanofibras de PCL melhorou significativamente a cicatrizagcdo 0ssea
em defeitos provocados na calvaria e observaram que estas nao afetavam
negativamente a diferenciacdo osteogénica, permitindo o crescimento e diferenciagéo
de células mesenquimais, além disso, observaram que a producdo mineral pelas

células foi proporcional a concentracdo de HA na nanofibra3*
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Ao analisar o grupo experimental em sua histometria, este obteve uma area de
neoformacdo Ossea menor quando comparado com O grupo controle positivo
(BioGide®), aos 30 dias, mas ao final do processo embora tenha uma neoformacgéao
0ssea menor guantitativamente essa ndo se mostrou estatisticamente significante,
apresentando assim uma boa performance. Essa performance foi comprovada na
analise da expresséao das proteinas OPN e OC, onde verificou-haver uma sequéncia
biolégica adequada embora ligeiramente atrasada quando comparada a Grupo
Controle positivo. Na membrana controle positivo, pode-se notar uma atividade maior
da OPN aos 7 e 15 dias e da membrana experimental essa atividade foi mais
expressiva aso 15 e 30 dias, demostrando que a Bio-Gide tem um processo de
osteopromocao mais rapida, contudo, a membrana experimental tem uma boa
atuacdo também. Quanto a osteocalcina, observou-se no grupo controle positivo
(BioGide®) uma marcacdo mais expressa aos 30 e 60 dias, uma vez que 0
comportamento dessa membrana € o de neoformacéo éssea precoce até os 30 dias,
apos esse periodo notamos somente uma mineralizacdo do tecido neoformado. Ja a
membrana do grupo experimental (COL.HAP-91®), apresentou uma maior
imunomarcacdo da OC aos 60 dias, demonstrando que esta ainda em fase de
maturacédo do tecido 6sseo.

E importante lembrar que os processos de reparos sdo diferentes. No grupo
controle positivo (BioGide®), quando da presenca da membrana, ocorre neoformacéo
O0ssea em forma de grumos sugerindo reabsorcédo parcial e penetracdo de tecido
0sseo, provavelmente devido a sua alta permeabilidade o que permite a penetracéo
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. Na analise das
laminas do grupo experimental (COL.HAP-91®), a membrana cumpre seu papel de
barreira promovendo a manutencéo da citoarquitetura da calota do animal, impedindo
o colabamento no defeito. Também, foi possivel notar a presenca de fragmentos da
membrana ainda no periodo de 30 dias, mas ja sem a fung&o de barreira propriamente
dita. Entretanto, a presenca de granulos de hidroxiapatita na sua composi¢ao permitiu

gue parte desses granulos ficassem no interior do coagulo e/ou tecido de granulacao,
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0 que em ultima andlise também funcionou como um material osteocondutor nesse
processo de neoformacéo 6ssea ao final do periodo de 60 dias, permitiu observar um
defeito 6sseo praticamente fechado em muitos todos os espécimes.

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

de granulagao.
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7 CONCLUSAO

Dentro da metodologia utilizada, as membranas estudas nesta pesquisa
promoveram a ROG em defeitos criticos em calotas de ratos. O grupo controle
positivo obteve os melhores comportamentos biolégico e maior indice de
neoformacdo O0ssea em todos os periodos no processo de ROG, contudo a
membrana experimental apresentou bom desempenho biologico, permitindo a tanto

a osteopromocao quanto a osteoindugcao em fungcao da presenca de granulos de HA.
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Anexo B — Imagens das Laminas histologicas coradas com hematoxilina
e eosina.

FIGURA 7 — Grupo experimental (CHP) 7 dias. Granulo de hidroxiapatita (HA) no centro
do defeito. Objetiva original 40X - HE.

Fonte: Autor, 2020

FIGURA 8 — Grupo experimental (CHP) 7 dias. Células Gigantes (seta) no centro do
defeito. Objetiva original 40X - HE.
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FIGURA 9 — Grupo experimental (CHP) 15 dias. Integridade da Membrana (M). Objetiva
original de 12,5X - HE.

Fonte: Autor, 2020

FIGURA 10 — Grupo experimental (CHP). Centro do defeito aos 15 dias de pés-
operatorio, demonstrando pequenas ilhas de neoformagéo 6ssea (setas) (A). Aumento
de 6,5x. (B) llhas 6sseas (setas). Objetiva original de 40X - HE.

Fonte: Autor, 2020
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FIGURA 11 - (A) Presenca da membrana aos 30 dias pos-operatdrio (seta vermelha). (B)

Maior neoformacéo 6ssea (TON e seta preta) e presencga de particulas de Hidroxiapatita

(*) (B). Objetiva original de 6,5X - HE.

Fonte: Autor, 2020

FIGURA 12 — Centro do defeito aos 60 dias. A: centro do defeito fechado. B: Centro do
defeito com tecido conjuntivo. Objetiva original de 12,5X - HE.
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Fonte: Autor, 2020
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FIGURA 13 — Presenca de granulos de hidroxiapatita no final do processo de reparo.
Objetiva original de 25X - HE.

Fonte: Autor, 2020

FIGURA 14 - Grupo Controle Positivo (BG), 7 dias. (A) aumento de 6.3X: Presenca da
membrana (M) no centro do defeito (A), (B) aumento 12.5X, (C). Objetiva original de 25X
- HE.

Fonte: Autor, 2020
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FIGURA 15 - Grupo Controle Positivo (BG), 15 dias A. Observa-se remanescentes da
membrana (M) entre as formac¢Oes O0sseas na regido central do defeito 6sseo. Aumento
Original 100X -HE. B. — Remanescentes da membrana (M). Objetiva original 100X - HE.

Fonte: Autor, 2020

FIGURA 16 - Grupo Controle Positivo (BG), 30 dias, H.E., Centro do defeito fechado por
tecido 6sseo neoformado. Aumento original de 12,5X - HE.

Fonte: Autor, 2020
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FIGURA 17. - Grupo Controle Positivo (BG), 60 dias. Observa-se o tecido ésseo
neoformado no interior da membrana (M). objetiva original 100X - HE.

Fonte: Autor, 2020

FIGURA 18 - Grupo Controle Coégulo 7 dias. Tecido de granulagdo (TG) com algumas
fibras organizando-se de forma paralela a borda (B) do defeito e pequena neoformacéo
osteoide (TO). H.E. Objetiva original 12,5X - HE.

Fonte: Autor, 2020
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FIGURA 19 - Grupo Controle Coagulo 15 dias. Trabéculas 6sseas neoformadas
delgadas (TO), com ostéocitos recém aprisionados e osteoblastos (Os) alinhando-se

com padrao organizado H.E. Objetiva original 40X - HE.

Fonte: Autor, 2020

FIGURA 20 - Grupo Coagulo 30 dias. (A) Tecido de granulacdo (TG) e formacdes
ostedides (TO) préximas a borda do defeito (B). Objetiva Original 12,5X - HE. (B):
Trabécula 6ssea neoformada (TO) com osteoblastos (Os) alinhados. Objetiva original

25X — HE.

Fonte: Autor, 2020
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FIGURA 21 - Grupo Coagulo 60 dias. Centro do defeito. 60 dias. Auséncia de
crescimento 6sseo. Formacdo de tecido conjuntivo fibroso (TC). Objetiva original 12,5X

- HE.




