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RESUMO

O trabalho teve por objetivo avaliar a capacidade
de barreira da membrana de cortical éssea desmineralizada
liofilizada bovina, testando sua permeabilidade e integridade,
em associacdo com a membrana de pericardio bovino liofilizado.
Em 15 ratos Wistar, machos, adultos, implantou-se no
subcutaneo da regido cérvico-torécica dorsal a combinagéo
de duas membranas de cortical 6ssea desmineralizada tendo
no interior a membrana de pericardio bovino. Os animais
(cinco ratos/grupo) foram submetidos a eutanasia aos 15, 30
e 60 dias de pos-operatério. A avaliagdo microscopica
mostrou que, aos 15 dias de pés-cirurgico, as membranas
estavam integras, com excegdo de pequenas areas de
reabsorcéo da membrana de cortical 6ssea junto aos locais
referentes aos antigos canais nutritivos. Aos 30 dias, havia
apenas restos da membrana de cortical éssea e, aos 60 dias,
a sua total auséncia. Baseados nos resultados aqui obtidos, é
possivel concluir que a membrana de cortical dssea bovina é
rapidamente absorvida e ndo confere protecdo a membrana
de pericéardio bovino liofilizado.

Palavras-chave: cortical 6ssea, pericardio, colageno, absorvivel.
ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the barrier
capacity of the bovine demineralized lyophilized bone cortical

membrane, testing its permeability and itsintegrity in association
with lyophilized bovine pericardium membrane. Fifteen male

adult Wistar rats were used. The combination of two bone
cortical membranes with bovine pericardium membrane inside
was implanted subcutaneously in the cervical-thoracic area.
The animals (five rats per group) were submitted to euthanasia
at 15, 30 and 60 days postoperatively. On day 15
postoperative, the microscopic evaluation showed integrity
of the membranes, except the absorption of small areas of the
bone cortical membrane in the sites of nutritive channels. On
day 30, there was a remnant of bone cortical membrane, and
on day 60 bone cortical membrane was completely absent. It
was possible to conclude that bovine demineralized lyophilized
bone cortical membrane is quickly absorbed and does not
preserve the lyophilized bovine pericardium membrane.

Key words. bone cortical, pericardium, collagen, absorbable.

INTRODUCAO

Membranas biocompativeis sdo muito
empregadas na &rea de odontologia com intuito de
estimular a regeneracdo Ossea em defeitos 6sseos
perenes na cavidade bucal (LEKQOVIC et al., 2001,
TAKEISHI et al., 2001). Utiliza-se 0 mesmo conceito na
area de traumatologia e ortopedia no tratamento de
falhas 6sseas segmentares (DAHLIN et al., 1994;
ZELLIN & LINDE, 1997). O principio biol 6gico desse
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tipo de tratamento € o da regeneracdo dssea guiada
(DAHLIN et al., 1994; KELLOMAKI et al., 2000). A
aplicacdo de uma barreira em formade membrana em
defeitos Osseos atuaria através da osteopromogao, isto
é, além de manter a concentragdo dos fatores
estimulantes da osteogénese, protegeria fisicamente a
area do defeito contra a invasdo por tecidos moles
circundantes altamente proliferantes, prevenindo a
inibigdo celular heterotdpica, edelimitariaaosteogénese
no contorno 6sseo desgiado (ZELLIN & LINDE, 1997;
LINDE et al., 1993a). As membranas podem ser
absorviveis ou ndo, e fatores como sua constituicao,
morfologia, textura da superficie, tamanho das
porosidades e durac&o daintegridade funcional podem
influenciar no éxito dasuautilizag8o paraaregeneracéo
Ossea(ZELLIN & LINDE, 1997; TAKATA et al., 2001,
LINDE et al., 1993).

A membrana n&o absorvivel de
politetrafiuoretileno (ZELLIN & LINDE, 1996;
LINDE et al., 1993) é aindaamais usadaem virtude
das suas excelentes propriedades mecénicas,
biocompatibilidade, facilidade de manejo e
oclusividade celular. No entanto, faz-se necesséria
uma segunda cirurgia para remové-la, o que pode
induzir a recessdo gengival em casos de cirurgias
periodontais (WANG & MACNEIL, 1998). Além do
gue, seu custo € ainda bastante elevado. Assim, no
sentido de eliminar a cirurgia de reentrada,
membranas absorviveis foram desenvolvidas, como
as de polilacticos, de poliglicdlicos e de colageno
bovino (KELLOMAKI et al., 2000; LEE et al., 2001).
De acordo com LEE et al. (2001), o colageno
apresenta baixa antigenicidade e biocompatibilidade
superior aoutros polimeros naturais. Pararetardar a
absorcéo precoce das barreiras de colégeno in vivo,
s80 empregados agentes de ligagBes cruzadas, tais
como glutaraldeido, formaldeido e compostos
poliepoxi, ou tratamento fisico com irradiagéo por
raios gama, irradiacdo por ultraviol eta ou tratamento
deidrotérmico.

O pericéardio € outro material bioldgico que
ha anos é usado com sucesso para diversos tipos de
cirurgias, tais como enxerto dural (ANSON &
MARCHAND, 1996), tratamento de hérnias (JAMES
etal., 1991) e parao revestimento deimplantesorbitais
apos a enucleacdo (GAYRE et al., 2001). Segundo
ANSON & MARCHAND (1996), o pericardio bovino
apos tratamento para remocgdo de restos celulares,
proteinas degradaveis e lipideos, consiste de uma
malhadefibras coldgenas. O material tem baixo custo,
é facil de suturar e apresenta baixa antigenicidade e
toxicidade, boaforga, minimaelasticidade, e auséncia
deirritagbes com outros materiais.

O presentetrabal ho teve por objetivo avaliar
acapacidade de barreiradamembranade cortical ssea
desmineralizada liofilizada bovina, testando sua
permeabilidade e integridade em associacdo com a
membranade pericardio bovino liofilizado.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 15 ratos, linhagem Wistar,
machos, adultos, com peso médio entre 300 e 350
gramas, fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Estadual Paulista- Campus de Botucatu
e alocados em caixa de polietileno 40x60x18, com
agua e ragdo ad libitum.

ApOsjejum de 12 horas, osratos foram pré-
medicados com sulfato de atropina (0,044mg 100g*
por via subcutanea) e anestesiados com uma mistura
de cloridrato de xilazina 2% e hidrocloridrato de
guetamina 5% na proporc¢do de 1:1 (0,2ml da mistura
para cada 100g de peso, por viaintramuscular). Com
os animais posi cionados em decubito ventral efetuou-
setricotomianaregido cérvico-torécicadorsal eanti-
sepsiadaareacirargicacom a cool iodado. Realizou-
se incisdo de pele na linha média dorsal da regido
cérvico-toracicae divul sdo do tecido subcutaneo para
aplicagdo da combinacéo de duas membranas de
cortical 6sseadesmineralizadaliofilizadabovina (1,5
x 1,5 cm)?, tendo no seu interior membranabiol 6gica
de pericéardio bovino liofilizado (0,5 x 0,5cm)
processada no Laboratério de Bioquimica da
Faculdade de Odontologia de Bauru - USP (Figura
1). Asbordas das membranas de cortical 6sseabovina
foram fixadas com colade metil-2-cianoacrilato®. Apds
colocacdo das membranas, o tecido subcutaneo foi
aproximado com suturasimples continuae apelecom
pontos simples separados, ambos com fio nailon
monofilamento n? 4-0. A analgesia pés-operatoriafoi
realizada com umaaplicacdo de buprenorfinanadose
0,1mg/kg, por viaintramuscular.

Os animais foram submetidos a eutanésia
com halotano, aos 15, 30 e 60 dias de pds-operatorio
(5 ratos/grupo). O conjunto membranas e tecidos
circundantesfoi coletado por excisdo retangular ampla
e fixado em formalina a 10% em tamp&o fosfato por
uma semana. Todos os materiais foram processados
no Laboratorio de Histologia do Departamento de
Ciéncias Biol 6gicas da Faculdade de Odontologia de
Bauru - USP com lavagem em agua corrente por 24
horas, desidratacdo em etanol, clarificacdo em xilol e
embebicdo em Histosec (parafina + resina sintética).
Cortes semi-seriados de 5um de espessura foram
obtidos em um micrétomo Jung L eica e corados pela
técnicadahematoxilina-eosina(LUNA, 1968).
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Figura 1 - Combinagédo de duas membranas de cortical 6ssea
desmineralizada liofilizada bovina (1,5 x 1,5cm),
tendo no seu interior membrana biolégica de
pericéardio bovino (0,5 x 0,5cm).

RESULTADOS

Um rato apresentou deiscéncia de dois
pontos um dia apds o procedimento cirdrgico. Como
ndo havia exposicdo das membranas, a ferida foi
tratada com pomada de nitrofurazona até a
cicatrizacdo, detectada sete dias apos. Dois ratos
apresentaram aumento de volume de consisténciamole
na regido cérvico-toracica com dois dias de pos-
operatorio. Em um animal, ocorreu regressdo do
processo com cinco dias de pos-cirdirgico e, no outro,
alesdo persistiu até 0 momento daeutanésia, realizada
com 15 dias.

Na avaliagdo microscopica, aos 15 dias
de poés-cirurgico, ocorreu variagdo do quadro
histol 6gico. Em doisanimais, amembranade cortical
Ossea apresentou-se integra, com pequenas areas
de reabsorgao por células mononucleadas nas areas
referentes aos antigos canais nutritivos (Figuras 2a
e 2b). Na superficie externa, uma densa cépsula
fibrosa envolvia todo o implante. A membrana
interna de pericardio bovino estava presente e
envolta por restos de coagulo sanguineo e
polimorfonucleares provenientes de aberturas
laterais que apareceram entre as duas membranas
de cortical (Figuras 2c e 2d). Nos demais ratos, a
cépsula mostrou-se mais celularizada e com
inameras células gigantes multinucleadas e
polimorfonucleares. O espaco intermembranas
estava preenchido por inimeras célulasinflamatorias

gue ocupavam 0S espacos mais externos da
membrana de pericardio.

Com 30 dias de p6s-operatorio, apenas um
animal apresentou fragmentos damembranade cortical
Ossea em reabsorcao por células mononucleadas, sem
a presenca de quadro inflamatério crénico (Figuras
3a e 3b). Nos demais ratos, as membranas estavam
ausentes e, no local, persistia quadro inflamatério
crénico com inimeras cél ulas gigantes multinucleadas
(células Langerhans) e, raras éreas, exibindo estagio
mais avancado de reparagdo com a substituicdo por
tecido caracteristico daérea (Figuras 3c e 3d). Aos 60
dias pos-cirargico, observou-se em todos 0s ratos
auséncia de material implantado e reorganizacdo
tecidual.

DISCUSSAO

Napresente pesquisa, optou-se pelafixacdo
das bordas das membranas de cortical dssea bovina
com cola de metil-2-cianoacrilato com o intuito de
obtencdo de melhor selamento paraevitar apassagem
de células, ja que esse tipo de membrana rompe-se
facilmente durante a aplicac@o da sutura. Contudo,
salienta-se que essa colamostrou-se inadequada, visto
gue, naavaliacdo histoldgicano grupos de 15 diasde
pOs-operatorio, observou-se, em doisratos, apresenca
de abertura lateral no local de selamento entre as
membranas, indicando répida degradacdo do produto.
Além disso, apesar da polimerizagéo da cola ter
ocorrido em ambiente externo, eliminando a
toxicidade tecidual associada ao aquecimento
(WOODWARD et a., 1965), a presenca de células
inflamatorias no espago entre as membranas pode ser
indicativo dairritac8o induzida pel os produtos de sua
degradacéo (CAMERON et ., 1965; WOODWARD
et a., 1965).

A membranade cortical Gssea utilizadano
experimento é constituida basicamente de colégeno
tipo | e tracos de fatores de crescimento e, por ser
absorvivel, ndo requer posterior remogao. Isto se
constitui em umavantagem, particularmente nas areas
da implantodontia, periodontia e cirurgias
odontoldgicas, ja que membranas ndo absorviveis,
como as de politetrafluoretileno, necessitam de uma
segunda intervencao cirdrgica para sua retirada,
podendo apresentar complicagdes pds-operatorias,
além de desconforto ao paciente (WANG &
MACNEIL, 1998).

Um fato relevante é que a membrana deve
permanecer estrutural mente e funcionalmente integra,
para permitir amigracado de células de origem Gssea e
promover aregeneracdo dotecido original perdido. Para

CiénciaRural, v.35, n.4, jul-ago, 2005.



840

Yamatogi et al.

Figura 2 — Aspecto histoldgico aos 15 dias de pés-operatério de membranas absorviveis implantadas no tecido subcuténeo de ratos: (a)
Aspecto geral mostrando a membrana de cortical 6ssea (asterisco). HE, 25X; (b) detalhe da superficie da membrana de
cortical dssea (asterisco) superior exibindo invasdo e reabsor¢éo por células mononucleadas nos espagos referentes aos
antigos canais nutritivos (cabegas de seta). HE, 250X; (c,d) aspecto da membrana de pericardio (seta) entre as membranas de
cortical (asterisco) com espagos preenchidos por restos de coagulo sangiiineo. HE, 25X, 250X.

GREENSTEIN & CATON (1993), asprimeiras quatro
semanas s30 criticas para 0 processo regenerativo, €,
em relacdo as pesqui sas com membranas de col &geno,
CRIGGERet d. (1996) eMOONEY etd. (1996) enfatizam
gue membranas com tempo de reabsor¢do muito rdpido,
isto & menosdetrés semanas, devem ser evitadas. Além
disso, quando utilizada como barreira, adissolugéo da
membrana reabsorvivel deve ocorrer em tempo
previsivel e compativel com a regeneracéo Ossea
(AABOEetd., 1993).

Pelos resultados histoldgicos aqui
observados, tanto a membrana externa de cortical
Ossea como a membrana interna de pericérdio
apresentaram um tempo de absorc¢éo relativamente
répido, ja que, apos 30 dias, apenas um rato ainda
apresentavafragmentos damembrana cortical 0ssea,

com completa reabsor¢cdo nos demais. De forma
similar, HERCULIANI et al. (2000) ao empregarem a
membranade cortical dsseabovina, associadaou ndo
aenxerto 6sseo bovino desmineralizado, em defeitos
criados na calota craniana de cobaias observaram
gue, com um més pés-implantagdo, a membrana
mostrou-se em sua maior parte reabsorvida por
células mononucleares.

Como citado por LINDE et al. (1993), a
composi¢cdo quimica de uma membrana
biodegradavel determinara ndo somente a
longevidade, mas também arespostainflamatériae
imune. A presenca de um quadro de inflamagdo
cronica com inumeras células gigantes
multinucleadas (células Langerhans) verificado aos
30 dias de pds-operatorio, junto a fragmentos da
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Figura 3 — Aspecto histolégico aos 30 dias de pés-operatério de membranas absorviveis implantadas no tecido subcutaneo de ratos: (a
e b) restos da membrana de cortical éssea bovina (asterisco) em reabsorgéo por células mononucleadas. HE., 250X; (c, d)
aspecto geral da maioria das amostras mostrando inflamagdo cronica com presenca de células gigantes multinucleadas —

células de Langerhans (setas). HE, 250X, 400X.

membrana de cortical 6ssea, pode ser indicativo da
ndo total desmineralizacdo da matriz éssea bovina
durante a producdo da membrana. 1sso pode ter
induzido areacdo tipo corpo estranho, que favoreceu
arapidareabsor¢cdo damembrana.

Outro fator que pode influenciar a
regeneracdo 6ssea € o grau de permeabilidade da
membrana, especialmente quando se utiliza
biomateriai s osteoindutores no preenchimento de um
defeito 6sseo, porque ele auxiliard na determinacéo
do tempo de performance do material no tecido etaxa
inicial deformagdo 6ssea (ZELLIN & LINDE, 1997;
LEKOQVIC, 2001; TAKEISHI et a., 2001). Com 15
dias de pés-operatério, observou-se que havia
peguenas areas de absor¢do da membrana nos locais
referentes aos antigos canai s nutritivos, sugerindo que
esses locais podem apresentar grande influéncia na

permeabilidade da membrana. Por ser originaria da
matriz organicade osso cortical bovino, alocalizagdo
e nimero desses canais em cada membrana
provavelmente apresentam variagdes, 0 que poderia
representar uma desvantagem do material, porque
haveria uma variagcdo no tempo de absor¢do da
membrana de acordo com o lote.

Com relacdo areabsorcéo damembranade
pericardio, vale considerar que houve rdpidaexposi¢cao
ao ambiente celular, ja que a membrana de cortical
Ossea ndo promoveu suficiente protecdo. Entretanto,
por setratar de membrana néo tratada por agentes de
ligacdo cruzadaou tratamento fisico, que aumentam a
sua durabilidade e resisténcia (JAMES et al., 1991;
ANSON & MARCHAND, 1996; BRUNEL et d., 1996;
LEEetal., 2001), 0 seu tempo dereabsor¢do, em geral,
émaisrapido.
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CONCLUSAO

Foi possivel concluir que a membrana de
cortical 6ssea desmineralizada liofilizada bovina é
rapidamente absorvida e ndo confere protecdo a
membrana de pericéardio bovino liofilizado.
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