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BRASIL, L. F. M. Avaliacdo do processo de reparo em defeitos de calvaria de
ratos com membrana de ch& verde e membrana de coldgeno porcino. Anélise
histologica, histométrica e imunoistoquimica. 2017. 61 f. Trabalho de Conclusao
de Curso — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulisa, Aragatuba,
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RESUMO
Este estudo objetivou avaliar a eficacia da membrana de celulose
bacteriana (cha verde) no reparo 6sseo de defeitos criticos de em calota
de ratos machos adultos quando comparada a membrana de colageno
porcino. Foram utilizados 72 ratos machos adultos divididos em trés
grupos experimentais: grupo coagulo (GC), grupo colageno porcino (CP)
e grupo cha verde (CV). Os periodos de estudo foram de 7, 14 30 e 60
dias apos a criagao do defeito cirurgico de 8mm de diametro e aposigao
da membrana. Foram realizadas as analises histoldgica, histométrica e
imunoistoquimica. Foi possivel observar que aos 30 dias de reparo, o
grupo CP apresentou melhor preenchimento do defeito cirurgico, com
maior quantidade de tecido 6sseo. Enquanto que o grupo CV apresentou
preenchimento do defeito com grande quantidade de tecido conjuntivo
maduro. Os dados obtidos na analise histométrica revelaram que aos 30
e 60 dias a area de osso neoformado teve grande discrepancia para o
grupo CP em relagcdo ao CV e GC (Teste de Tukey - P<0,05). Por outro
lado, os resultados referentes a analise por imunistoquimica evidenciaram
marcacdes moderada e intensa para as proteinas osteocalcina (OC) e
osteopontina (OP) tanto para o grupo CP quanto para o CV aos 60 dias
de reparo. Pode-se concluir que apesar de a membrana de cha verde
apresentar aspectos promissores no reparo de tecido mole, neste estudo
nao permitiu o reparo 6sseo em calotas de ratos, quando comparada a

membrana de colageno porcino

Palavras-chaves: Reparo 6sseo. Membrana. Biodegradaveis. Celulose



BRASIL, L. F. M. Evaluation of bacterial cellulose and porcine collagen
membrane on rats cavaria repair. Histometric, histological and
immunochemistry analysis. 2017. 61 f. Trabalho de Conclusdo de Curso —
Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulisa, Aragatuba, 2017.

ABSTRACT
This present study aimed evaluate the efficiency of bacterial cellulose
membrane in the bone repair of critical-size defects in male adult rat
calvaria compared to porcine collagen membrane. It was used 72 adult
male rats divided into three experimental groups: Clot group (CG), porcine
collagen group (PC) and bacterial cellulose group (BC). The study period
were 7, 15, 30 and 60 days after the surgical defect of 8mm of diameter
and position of the membrane. It were performed the histologic,
histometric and imunohistochemistry analysis and possible to observe that
at 30 and 60 days, PC group showed higher filling of the surgical wound
with higher amount of new formed bone. The BC group showed a mature
connective tissue filling the defect. Data from histometric analysis showed
that at 30 and 60 days the new bone formed area was discrepant for PC
group compared with BC and CG group (Tukey test — P<0,05). On the
other hands, immunohistochemistry analysis showed a moderate and
intense immunolabeling of osteocalcin and osteopontin at 60 days of bone
repair for PC and BC group. It was possible to conclude that despite the
BC membrane showing promising aspects in the soft tissue repair, did not
allow bone repair in rats calvaria, compared to porcine collagen

membrane.

Key words: Bone repair. Membrane. Biodegradable. Cellulose.
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1 INTRODUCAO

A Regeneracdo Ossea guiada (Guided Tissue Regenerate - GTR),
técnica empregada para facilitar a regeneracdo 0ssea, consiste em uma
membrana biocompativel fazendo o papel de barreira fisica para evitar que
o tecido conjuntivo adjacente invada o defeito 6sseo, criando assim, espaco
favoravel para a regeneracdo 6sseal. Isso porque, durante a cicatrizacéo,
o tecido epitelial migra rapidamente para a ferida, o que torna a
regeneracdo 6ssea mais dificil?.

As principais propriedades que essas membranas devem ter sao:
reabsorcdo, biocompatibilidade, falta de citotoxicidade e estabilidade
mecanica, ou seja, capacidade de manter espaco durante o processo de
reparo 6sseo 35,

Uma das membranas que atende grande parte desses requisitos, sao
as membranas a base de colageno, por ser biocompativel, hemostatica,
promover quimiotaxia para fibroblastos e osteoblastos, e ser
semipermeavel permitindo a transferéncia de nutrientes, 6! além de
promover significante reparacédo de defeitos intradésseos no periodonto,*? e,
quando associadas a varios tipos de enxertos 6sseos, podem melhorar a
eficacia dos mesmos, aumentando a capacidade de estimular o reparo dos
tecidos periodontais'3'®, Dessa forma esse tipo de membrana é
amplamente utilizada em cirurgia bucomaxilofacial e considerada de alto
padrdao no processo de cicatrizacdo do o0sso. Entre as membranas de
colageno, a que se destaca no mercado é a Bio-Gide® (Geistlich).

Atualmente, busca-se outras opcdes para auxiliar reparo do tecido
O0sseo, visto que, apesar de muito eficientes, as membranas colagenas
apresentam um alto custo. Neste sentido, uma das alternativas é a
exploracdo da celulose, que além de apresentar boas propriedades
biomecéanicas € um polimero natural, biodegradavel e renovavel. Por isso
tornou-se assunto de uma série de investigacdes na engenharia tecidual.

Uma das maneiras de se obter a celulose & pela sintese bacteriana

(celulose bacteriana), que resulta em uma celulose com melhores
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propriedades que aquela extraida diretamente da planta, mostrando uma
alta resisténcia mecanica, alta capacidade de reter agua'®, cristalinidade,
elevado grau de biocompatibilidade e resisténcia a degradacdo, o que a
torna apta para ser usada como matéria-prima na fabricacdo de membranas
e scaffolds direcionados a uma variedade de tecidos, incluindo tecido 6sseo
17-19 Ademais, esse material ja tem sido aplicado como um 6timo substituto
da pele no tratamento de queimaduras profundas?°-?? e extensas perdas
das camadas de derme e epiderme em feridas crénicas ou agudas, trazendo
reducdo da dor e melhoria no processo de reparo ao acelerar o
desenvolvimento do tecido de granulacdo e novo epitélio, além de diminuir
a formacéao de cicatriz!® ?1. Nesse contexto, foi recentemente desenvolvida
uma membrana celulésica produzida pela acdo de algumas espécies de
leveduras sobre o cha verde (Nanoskin®); e ja esta sendo utilizada como
auxiliar no reparo de lesdes na pele, oferecendo 6timos resultados.

A membrana de celulose permanece por um longo periodo no
organismo sem ser degradada?®-21, porém seu contato com os tecidos nédo
gera toxicidade ou inflamag&o?*:23.

Pesquisas em engenharia tecidual apresentam biomateriais contendo
celulose bacteriana eficientes também no processo de reparo 6sseo, sendo

explorados principalmente na forma de scaffolds?: 24-26,
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2 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial da membrana de cha
verde e da membrana no processo de reparo de defeitos 6sseos criticos em

calvaria de ratos quando comparado com a membrana colageno porcino.



Moalsiais- e Mélsdes
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Desenvolvimento da manta de Cha Verde:

A celulose bacteriana matéria-prima, cujo nome comercial é
Nanoskin®, foi fornecida a partir de Innovatec (Séo Carlos SP, Brasil). O
processo de fermentacdo acético foi conseguido através da utilizacdo de
glicose como uma fonte de carboidratos e cha verde como fonte de
nitrogénio. As bactérias foram entédo inoculadas no meio de cultura e, depois
de serem adicionadas, o meio foi autoclavado a 100 °C. Os resultados deste
processo foram vinagre e uma biomassa de nanobiocelulose. A celulose
bacteriana é produzida por bactérias Gram-negativas, Gluconacetobacter
xylinus, e pdde ser extraida a partir do meio de cultura numa estrutura 3D

pura formada por uma rede ultrafina de nanofibras de celulose. 2?7

3.2 Amostras:

Este estudo foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP com
0 numero de protocolo: 2015-00965 (Anexo ).

Sendo assim, 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 trés grupos (n=24 por grupo),
submetidos a eutanasia em quatro momentos do experimento, aos 7, 15,
30 e 60 dias apoés 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 &gua ad libitum no Biotério da Faculdade de
Odontologia do campus de Aracatuba—- UNESP.

Em cada animal foi realizado um defeito 6sseo critico na calvaria (8
mm), como discriminado a seguir:

e Grupo Coagulo (Controle Negativo) - n= 24: O defeito 0sseo

critico foi preenchido com coagulo sanguineo sendo 6 ratos submetidos a
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eutanasia em cada periodo para a analise (7, 15, 30 e 60 dias apoés a
cirurgia);

e Grupo colageno porcino (Controle Positivo) - n= 24: O defeito
O6sseo critico foi preenchido com coagulo sanguineo e sobre o defeito
colocado uma membrana de coldgeno porcino (Bio-Gide® - Geistlich
Wolhusen, Switzerland) sendo 6 ratos submetidos a eutanasia em cada
periodo para a analise (7, 15, 30 e 60 dias apoés a cirurgia) (Fig. 1B);

e Grupo cha verde (Grupo Experimental) — n=24: O defeito 6sseo
critico foi preenchido com coagulo sanguineo e sobre o defeito colocado
uma membrana de cha verde, sendo 6 ratos submetidos a eutanasia em

cada periodo para a analise (7, 15, 30 e 60 dias ap0s a cirurgia) (Fig.1A).

Figura 1 — Membranas. A = Membrana de colageno porcino; B = Membrana

de cha verde

Fonte: Do autor.

3.3 Cirurgia experimental

Os animais foram mantidos em jejum pré-operatdorio de oito horas e
submetidos a sedacdo por meio da administracdo via intramuscular, com
Cloridrato de Ketamina (Francotar - Vibrac do Brasil Ltda, S&o Paulo, Brasil)
associado a Xilazina (Rompum - Bayer AS - Saude Animal, Sao Paulo,
Brasil), na dosagem de 0,7ml/Kg e 0,3ml/Kg, respectivamente. Foi adotado

um rigoroso protocolo asséptico, incluindo a esterilizacdo do instrumental



33

utilizado, delimitacdo da area a ser operada com campos estéreis, uso de
aventais e luvas cirdrgicas estéreis. Todos os procedimentos cirdrgicos
foram realizados na sala cirurgica do Biotério da Faculdade de Odontologia
de Aracatuba — UNESP. Em seguida foi realizada a tricotomia na regiao da
calvaria, antissepsia com Polivinil Pirrolidona lodo Degermante (PVPI 10%,
Riodeine Degermante, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto), associado ao
PVPI topico (PVPI 10%, Riodeine, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto) e
aposicao de campos estéreis.

Foi realizada incisao em “W” no sentido occipito-frontal de
aproximadamente 2 (dois) cm, com lamina n° 15 (Feather Industries Ltda,
Tokyo, Jap&do) montada em cabo de bisturi n® 3 (Hu-Friedy, Alemanha) e o
descolamento total do retalho com descolador tipo Molt (Hu-Friedy,
Alemanha) (Fig. 2A). Em seguida com auxilio de broca trefina de 7mm de
diametro interno (3i Implant innovations, Inc., Palm Beach Gardens, EUA)
acoplada em contra-angulo de implante sob irrigacdo abundante com
solucdo de cloreto de sodio 0,9% (Darrow, Rio de Janeiro, Brasil), foi
confeccionado um defeito cirdargico critico de 8 mm de diametro (Furlaneto,
2007), na porcdo central da calvaria envolvendo a sutura sagital,
mantendo-se a integridade da dura-mater (Fig. 2B e C). De acordo com o0s
tratamentos propostos os defeitos foram preenchidos com coagulo
sanguineo e sobre o defeito colocado uma membrana de colageno porcino
Bio-Gide®- Geistlich (Grupo colageno porcino - n=24) ou com uma
membrana cha verde Nanoskin® -Innovatec’s (Grupo cha verde - n=24)
ou nao foi inserido nenhuma membrana correspondendo ao Grupo coagulo
(n=24).

Finalizando o procedimento, os tecidos moles foram cuidadosamente
reposicionados e suturados em planos empregando-se fio reabsorvivel
(4cido 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., Sao José dos Campos, Brasil) com pontos

interrompidos no plano mais externo.



34

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

BN

Figura 2 = Procedimento cirargico. A — Acesso cirdrgico a calvaria. B -

Broca trefina 8mm. C — Remocao da cortical 6ssea

Fonte: Do autor.

3.4 Analise Histologica

Apds a obtencao das laminas estas foram avaliadas histologicamente
quanto a capacidade de neoformacdo O6ssea, presenca de infiltrado
inflamatorio, formacéo de tecido conjuntivo, absorcéo e/ou manutencao dos

materiais estudados.

3.5 Analise Histométrica

ApOGs as laminas serem coradas com corante de hematoxilina e eosina
(Merck & Co. Inc.) as mensuragdes da area de osso neoformado foram
realizadas utilizando um microscépio 6ptico (LeicaR DMLB, Heerbrugg,
Switzerland) acoplado a uma camera de captacdo de imagem (LeicaR DC
300F microsystems Itd, Heerbrugg, Switzerland) e conectado a um
microcomputador com um software analisador de imagens digitalizadas
ImagelJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

Foi avaliada a area de tecido O6sseo presente na regido central dos
defeitos O0sseos. 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
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comparacdo entre os valores meédios obtidos nos diferentes grupos e

periodos experimentais, foi inicialmente submetido ao teste estatistico.

3.6 Analise Imunoistoguimica

As reacfes imunoistoquimicas foram avaliadas através da atribuicéo
de escores por analise semi quantitativa. Os escores variaram de nulo (0),
leve (+), moderado (++) e intenso (+++) e foram avaliados a partir das
imagens capturadas do centro do defeito realizado na calvéaria de todos os
animais que fazem parte do experimento, para os biomarcadores
osteocalcina e osteopontina. Para a aquisicado das imagens, foi utilizado o
Fotomicroscoépio (LeicaR DMLB, Heerbrugg, Switzerland) conectado a um

micro-computador.

3.7 Analise Estatistica

Os dados obtidos através da analise histométrica foram, inicialmente,
submetidos ao teste de homogeneidade para avaliar a distribuicdo dos
dados na curva de normalidade (ANOVA dois fatores). Confirmando a
normalidade da distribuicéo, foi aplicado o teste de Tukey para comparacao

das medias. O nivel de significancia adotado foi p<0.05.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao histoldgica
Os resultados foram avaliados por meio de microscéopio Optico com
padronizacdo da leitura das laminas do grupo controle, grupo do cha verde

e no grupo coldgeno porcino.

4.1.1 Grupo coagulo (GC)
7 Dias

A citoarquitetura Ossea do corte histolégico aos 7 dias mostrou
hipervascularizacdo na regido do defeito 6sseo e ja com a presenca de

atividade fibroblastica (Fig. 3)

Figura 3 = GC. 7 dias. HE. Imagem panoramica (125x)

Fonte: Do autor.

15 Dias

Aos 15 dias, a fotomicrografia do grupo controle exibe a borda do
defeito 6sseo indo em direcao ao centro da ferida, notou-se neoformacao
O0ssea, com tecido 6sseo primario e aleatoriamente distribuido, ricamente
celularizado por ostedcitos e recoberto em suas superficies por
osteoblastos. A neoformacdo 6ssea somente foi notada nos cotos da ferida
cirdrgica, sendo ausente na regiao central. As laminas analisadas revelaram

abundante tecido de granulacédo jovem, contendo macréfagos, neoformacao



38

vascular, fibroblasto e pouca matriz extracelular preenchendo a regiao

central da ferida (Fig. 4).

Figura 4 — GC. 15 dias. Imagem panoramica (125x)

Fonte: Do autor.

30 Dias
No periodo de 30 dias o grupo coagulo apresentou area Ossea
neoformada mais proximo aos cotos do defeito. O espago entre estes

apresenta-se preenchido por um tecido conjuntivo frouxo ndo modelado
(Fig. 5).

Figura 5 = GC. 30 dias. HE. Imagem panoramica (125x)

Fonte: Do autor.

Foi possivel observar, em maior aumento, indicados pela seta, a area

de osteotomia com os cotos 6sseos esquerdo (Figura 6A) e direito (Figura
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6C) com discreta neoformacdo 6ssea em suas margens, e o centro do

defeito critico preenchido por tecido conjuntivo fibroso (Figura 6B).

Figura 6 — GC. 30 dias. HE. Aumento de 400x. A. Coto esquerdo. B. Centro
do defeito critico. C. Coto direito

Fonte: Do autor
60 Dias
Aos 60 dias, a fotomicrografia panoramica do grupo coagulo denota
preenchimento do defeito com tecido conjuntivo imaturo e presenca de
infiltrado inflamatdério, sem sinais de neoformacao 6sseo, comprovando ser

um defeito critico (Fig. 7).

Figura 7 — GC. 60 dias. HE. Imagem panoramica (125x)

Fonte: Do autor

No centro do defeito ha auséncia de tecido 6sseo neoformado (TON)
e presenca de tecido conjuntivo (TC) e neutrofilos polimorfonucleares
(Figura 8).
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Figura 8 - GC. 60 dias. HE. Aumento de 400x. Centro do defeito critico.
Auséncia de TON. TC (seta amarela). Neutrofilos (seta vermelha)

Fonte: Do autor.

4.1.2 Grupo colageno porcino (CP)
7 Dias
Nota-se todo defeito preenchido por um tecido conjuntivo jovem, sem

infiltrado inflamataério (Fig. 9).
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Figura 9 — CP. 7 dias. HE. Aumento de 250x

Fonte: Do autor.
15 Dias

Nesse tempo operatoério verifica-se a presenca de um tecido com
menor vascularizagdo, areas de tecido 6sseo neoformado a partir do coto.
Verifica-se também a presenca de pontos de tecido ostedide no centro do

defeito (Fig. 10).

Figura 10 = CP. 15 dias. HE. Aumento de 250x. Presenca de TON (setas)

Fonte: Do autor.
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30 Dias

No tempo operatério de 30 dias nota-se uma grande quantidade de
tecido 6sseo neoformado e presenca de tecido conjuntivo organizado (Fig.
11).

Figura 11 — CP. 30 dias. HE. Aumento de 250x. TON (setas)

Fonte: Do autor.

60 dias

Aos 60 dias de reparo, a membrana colagena Bio-Guide denota
aspecto de fechamento completo do defeito sem presenca de remanescente
da membrana (Fig. 16A).

Na observagdo das laminas em um aumento de 250x nota-se a
presenca de neoformacao 6ssea a partir dos cotos 6sseos e no centro do
defeito, podendo ser observado células 0sseas viaveis e sem a presenca de

remanescente da membrana. (Fig. 16A).

4.1.3 Grupo cha verde (CV)
7 dias

No grupo cha verde foi possivel observar aos 7 dias somente a
presenca de um tecido conjuntivo ricamente vascularizado. Na regido
central do defeito nota-se a presenca de um intenso infiltrado inflamatério
(Fig. 12).
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Figura 12 = CV. 7 dias. HE. Aumento de 250x

Fonte: Do autor.

15 dias
Nesse periodo é possivel verificar que ocorreu neoformacdo Ossea
proxima aos cotos (Fig. 13) com uma pequena diminuicdo do infiltrado

inflamatério. (Fig. 14). E possivel notar também a presenca da membrana.

Figura 13 = CV. 15 dias. HE. Imagem panoramica (125x)

Fonte: Do autor.

Figura 14 - CV. 15 dias. HE. Aumento de 250x. Membrana de cha verde

(setas)
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Fonte: Do autor.

30 dias
Observa-se uma reducéo significativa do infiltrado inflamatério e um

tecido conjuntivo bem organizado, que envolve a membrana (Fig. 15).

Figura 15 = CV. 30 dias. HE. Aumento de 250x. Membrana de cha verde
(seta)

Fonte: Do autor.
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60 dias

Aos 60 dias, é possivel notar que ainda ndo ha o fechamento do
defeito com tecido 6sseo (Fig. 16B). Ao analisar a fotomicrografia em maior
aumento (250x), nota-se que o grupo do cha verde apresenta tecido
conjuntivo maduro, com presenca de fibras colagenas e permanéncia de

infiltrado inflamatdério com discretas areas de tecido ostedide (Fig. 16B).

Figura 16 — Comparacao CP e CV aos 60 dias. HE. Imagem panoramica e
aumento de 250x. A = CP 60 dias. B = CV 60 dias

Fonte: Do autor.

4.2 Analise Histométrica

Os resultados referentes a membrana utilizada evidenciaram que,
tanto aos 7 dias quanto aos 15 dias de reparo 6sseo houve similaridade nos
valores da area de neoformacdo 6ssea na comparacdo entre 0S grupos
(Gréfico 1). Ja quando analisamos os 30 dias de reparo 6sseo, € possivel
observar que o grupo que recebeu a membrana Bio-Gide® foi o que
apresentou maior discrepancia em relacdo aos outros dois grupos (P<0,05).
E possivel observar maior area de neoformacio 6ssea no grupo Cha verde

em relacdo ao grupo coagulo, no entanto sem apresentar diferenca
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estatistica (P<0,05) (Grafico 1). Em relacdo aos periodos analisados,
observou-se que apenas no grupo colageno porcino houve melhor reparo

0sseo aos 30 dias quando comparados aos demais periodos (Grafico 1).

Grafico 1 - Valores mensurados da area de neoformacao éssea entre os

grupos e periodos analisados.
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Fonte: Do autor.

4.3 Analise Imunoistoquimica

4.3.1 Grupo colageno porcino (CP)

A fotomicrografia do reparo 6sseo aos 15 dias de evidencia marcacao
moderada (++) para a proteina osteocalcina, principalmente em regiao de
matriz extracelular. Aos 30 e 60 dias de reparo 6sseo, € possivel observar
marcacao intensa (+++) para o biomarcador osteocalcina em regiao de
coto 0sseo e centro do defeito (Quadro 1, Fig. 17).

A fotomicrografias do reparo 6sseo aos 15 dias denota marcacgao
moderada (++) para a proteina osteopontina. Ja aos 30 dias, observa-se

marcacao leve (+) para o biomarcador. Aos 60 dias, é possivel observar a
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presenca moderada (++) deste biomarcador novamente (Quadro 1, Fig.

18).

4.3.2 Grupo do cha verde (CV)

As fotomicrografias obtidas aos 15 e 30 dias de reparo 0sseo,
evidenciam marcacdo leve (+) para a proteina osteocalcina. No entanto,
aos 60 dias de reparo, € possivel notar marcacao intensa (+++) para esta
proteina em regido de cotos 0sseos (Quadro 1, Fig. 17).

Em relacdo a proteina osteopontina, observou-se imunomarcacao
leve (+) aos 15 dias de reparo, moderada (++) aos 30 dias e intensa (+++)

aos 60 dias de reparo (Quadro 1, Fig. 18).

Figura 17 - Grupos CP e CV. Areas de maior imunomarcagdo para

osteocalcina (setas vermelhas)

Fonte: Do autor.
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Figura 18 - Grupos CP e CV. Areas de maior imunomarcacido para

osteopontina (setas vermelhas).

% ,{( AT &Y 1] D B g2 e A P, 5 1

Fonte: Do autor.

Quadro 1 - Scores representativos relacionados a imunomarcacao das
proteinas osteocalcina (OC) e osteopontina (OP) referente aos grupos

colageno porcino (CP) e cha verde (CV).

GRUPOS ocC OoP
CP 15 dias ++ ++
CP 30 dias +++ +
CP 60 dias +++ ++
CV 15 dias + +
CV 30 dias + ++
CV 60 dias +++ +++

Fonte: Do autor.
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5 DISCUSSAO

Este estudo teve como proposta avaliar a eficacia da membrana de
chad verde (Nanoskin®-Innovatec’s, Sao Carlos SP, Brasil), sintetizada
através da celulose bacteriana, no reparo de defeitos 6sseos de 8mm
criados em calvéaria de ratos machos adultos. Em relacdo a capacidade
dessa membrana na osteopromocdo e permitir neoformacdo de tecido
0sseo, ficou evidente nas fotomicrografias referentes aos maiores periodos
do reparo 6sseo (30 e 60 dias) que ndo houve preenchimento do defeito
0sseo com o0sso neoformado. Além da auséncia de tecido 6sseo e
fragmentos da membrana, notou-se a predominancia de tecido conjuntivo
fiboroso em toda a extensdo do defeito 6sseo, mesmo nos periodos mais
tardios. Nos periodos iniciais (7 e 15 dias), as caracteristicas microscoépicas
mostraram que especificamente no grupo cha verde, houve um infiltrado
inflamatdrio expressivo, 0 que atrasou o reparo 6sseo em comparacao aos
grupos que utilizaram a membrana de colageno (Bio-Gide®).

A investigacdo da biologia do tecido 6sseo em funcdo da membrana
de cha verde nesta pesquisa, se fundamentou na engenharia tecidual que
tem mostrado resultados promissores, principalmente no que diz respeito
ao reparo de tecido mole, tais como no reparo de Ulceras venosas??,
laceracbes e abrasbes traumaticas, estases venosas, sitio doador de
enxertos de pele, lesées por queimaduras de segundo grau, além de ulceras
em pés diabéticos?®. Apesar de mostrar bom comportamento no reparo de
tecidos moles, pouco se sabe sobre o efeito da celulose bacteriana em
tecidos duros. Sendo assim, considerou-se avaliar sua eficacia na
regeneracao 0ssea guiada, uma vez que se trata de um material totalmente
natural e biocompativel®°. Alguns trabalhos3'-3? iniciaram pesquisas nesse
sentido obtendo resultados promissores e que diferiu dos resultados
encontrados em nossa pesquisa.

Um dos grandes desafios da implantodontia atual é a busca por
biomateriais que sejam eficazes nas grandes reconstrucdes alveolares e que
se aproximem ao maximo do tecido autdogeno. As membranas utilizadas

devem cumprir com a funcdo de servirem como barreiras bioldgicas de
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modo que guiem a regeneracao 0ssea, nado devendo apresentar rejeicdes
ao organismo33-36,

As membranas colagenas porcinas sdo amplamente utilizadas para
este fim, sendo a Bio-Gide® a mais utilizada. Varios estudos clinicos3’:38 e
experimentais3®4° tém demonstrado a efetividade desta membrana como
barreira bioldégica em defeitos 6sseos importantes, seja associado a um
biomaterial ou seu uso isolado.

Em relacdo ao presente estudo, os resultados referentes a analise
histométrica evidenciam que a Bio-Gide® foi bastante superior a membrana
de cha verde no que diz respeito a quantidade de osso formado (P<0,001)
aos 30 dias de reparo 6sseo. Além disso, a andlise histolégica evidencia
que, apesar de preencher o defeito ésseo criado, a membrana de ch& verde
nao foi de capaz de produzir tecido 6sseo maduro, em que é possivel
observar apenas tecido conjuntivo, com discreta presenca da membrana e
tecido Osseo.

Em contrapartida, Lee e colaboradores (2015)4! compararam o uso
da membrana de chad verde com o uso de uma membrana colagena
(GENOSS, Suwon, Korea) como barreiras biolégicas em defeitos de 8mm
em calvaria de ratos. No entanto, além da membrana, foi utilizado enxerto
6sseo xendgeno sob o defeito. Os autores puderam observar que a
membrana de cha verde apresentou comportamento bastante similar com
a membrana de colageno, capaz de estimular boa neoformacao 6ssea no
defeito criado, podendo ser utilizada como barreira bioldgica.

Apesar dos autores terem demonstrado bons resultados relacionados
a membrana de cha verde, é importante ressaltar que foi utilizado enxerto
0sseo xendgeno associado, além de que a membrana colagena néo se
tratava da Bio-Gide. No entanto, os resultados mostram a necessidade de
realizar novos estudos acerca do uso da membrana de cha verde na
regeneracao 6ssea guiada (utilizacdo de substitutos 6sseos recobertos por
membrana), uma vez que o material apresenta propriedades bastante
interessantes, além de ser um material fitoterapico. Além disso, a atividade

celular reparacional deste grupo em funcdo da imunomarcacao para as
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proteinas osteopontina e osteocalcina aos 60 dias, foi intensa, por meio da
area de imunomarcacdo na matriz extracelular. Estas proteinas
representam a maturacdo do tecido 6sseo e desta forma, a utilizacdo da
membrana de cha verde mostrou atividade celular interessante, o que
suscita avaliar o seu comportamento em associagcdo com substitutos 6sseos

em estudos futuros.
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6 CONCLUSAO

Dentre as limitacOes deste estudo animal, foi possivel concluir que a
membrana de cha verde ndo demonstrou bom comportamento em defeitos
criticos em calvaria de ratos quando comparada a membrana coladgena (Bio-
Gide® - Geistlich Wolhusen, Switzerland), que evidenciou ser
significativamente superior no que diz respeito a qualidade e quantidade de

0sso neoformado.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Avaliacio do processo de
reparo em defeitos de calvaria de ratos com membrana de cha verde e
membrana de colageno porcino. Avaliagao histométrica, imunoistoquimica”,
Processo FOA n°® 2015-00965, sob responsabilidade de Ana Paula Farnezi Bassi
apresenta um protocolo experimental de acordo com os Principios Eticos da
Experimentagdo Animal e sua execucéo foi aprovada pela CEUA em 14 de Outubro
de 2015.

VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 01 de Novembro de 2016.
DATA DA SUBMISSAO DO RELATORIO FINAL: até 01 de Dezembro de 2016.

CERTIFICATE

We certify that the study entitled “Repair process evaluation in rats skulls defects
with green tea membrane and porcine collagen membrane. Histometric
evaluation, immunohistochemistry”, Protocol FOA n° 2015-00965, under the
supervision of Ana Paula Farnezi Bassi presents an experimental protocol in
accordance with the Ethical Principles of Animal Experimentation and its
implementation was approved by CEUA on October 14, 2015.

VALIDITY OF THIS CERTIFICATE: November 01, 2016.
DATE OF SUBMISSION OF THE FINAL REPORT: December 01, 2016.
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