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Ramires G.A.D.A. Avaliagao da regeneragao 6ssea guiada em defeitos criticos
com o uso de membranas de colageno bovino e porcino. Analises histolégica,
histomorfométrica e imunoistoquimica. 2019. Dissertagdo (Mestrado). Faculdade
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia da membrana colagenosa bovina e a
porcina, por meio das analises histologica, histométrica e imunoistoquimica
comparando-a com a eficacia da membrana colageno porcino no processo de reparo
de defeitos 0sseos criticos em calvaria de ratos. Para este estudo foram utilizados 72
ratos divididos em trés grupos: Grupo Coagulo (GC), Grupo Colageno Bovino (GCB),
Grupo Colageno Porcino (GCP) e foram feitas as analises nos periodos de 7, 15, 30
e 60 dias. Os resultados histolégicos demonstraram que o GCP apresentou inicio de
neoformacdo dssea a partir do 7° dia sendo que aos 30 dias de reparo houve o
preenchimento do defeito cirurgico tendo o fechamento completo em alguns animais.
Para o GCB foi pouca atividade de neoformacgao dssea nos periodos iniciais, sendo
que a partir dos 30 dias observou-se uma crescente neoformacao 6ssea tendo um
aumento importante aos 60 dias. Os dados obtidos na analise histométrica revelam
que aos 30 dias a area de osso neoformado (AON) n&o teve grande discrepancia para
o GCP em relagdo ao GCB, mas teve de ambos em relagdo ao GC, ja em 60 dias o
GCP apresentou maior AON em relacdo ao GCB. 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: Regeneragao 6ssea, Membranas artificiais, Membranas, Colageno,

Implantes dentarios, Ratos.



Ramires G.A.D.A. Evaluation of guided bone regeneration in critical defects with
the use of bovine and porcine collagen membranes. Histological,
histomorphometric and immunohistochemical analysis. 2019. Dissertagao
(Mestrado). Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Aracatuba, 2019.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effectiveness of the bovine and porcine
collagenous membrane by means of histological, histometric and
immunohistochemical analysis comparing it with the efficiency of the porcine collagen
membrane in the process of repair of critical bone defects in calvaria of rats. For this
study, 72 rats were divided into three groups: Group Clot (GC), Group Bovine Collagen
(GCB), Porcine Collagen Group (GCP) and analyzes were performed at 7, 15, 30 and
60 days. The histological results demonstrated that GCP presented onset of bone
neoformation from day 7 and at 30 days of repair there was filling of the surgical defect
and complete closure in some animals. For GCB, there was little activity of bone
neoformation in the initial periods, and from the 30 days a growing bone neoformation
was observed, with a significant increase at 60 days. The data obtained in the
histometric analysis revealed that at 30 days the area of newly formed bone (AON) did
not have a great discrepancy for GCP in relation to GCB, but had both in relation to
CG, and in 60 days GCP presented higher AON in relation to GCB. These results were
corroborated by the results of immunohistochemistry. In view of the obtained results it
is concluded that, all the membranes studied in this research promoted ROG

Keywords: Bone regeneration, Artificial membranes, Membranes, Collagen, Dental
implants, Rats.
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1 INTRODUGAO

Um dos grandes desafios tanto da odontologia quanto da medicina ¢é a
procura de substitutos 6sseos que cumpram as exigéncias para reconstrugao fisico-
biologica de defeitos 6sseos causados por alteragdes traumaticas, fisioldégicas ou
razdes patologicas'" 2.

A regeneracdo 6ssea guiada (ROG), é uma técnica empregada para
facilitar a regeneracdo Ossea, consiste no uso de uma membrana biocompativel
fazendo o papel de barreira fisica para evitar que o tecido conjuntivo adjacente invada
o defeito 6sseo, criando assim, espago favoravel para a regeneragao 6ssea®. Isso
porque, durante a cicatrizagdo, o tecido epitelial migra rapidamente para a ferida, o
que torna a regeneragao 0ssea mais dificil®”. Entre as principais propriedades que as
membranas e/ou barreiras devem ter sao: osteopromoc¢ao, biocompatibilidade, néo
citotoxicidade e estabilidade mecanica, ou seja, capacidade de manter espago durante
0 processo de reparo 6sseo®”).

Um dos primeiros trabalhos a estudarem esse processo de ROG foi
descrito por Dahlin et al (1990)® que avaliaram o potencial de regeneracéo dssea por
meio do uso de membranas em defeitos criados e preenchidos por tecido conjuntivo
fibroso. Apds 12 semanas tal tecido foi removido e os defeitos foram recobertos com
membranas. Apos seis semanas, todos os defeitos estavam preenchidos por tecido
0sseo.

Desta forma a membrana € colocada em contato direto com o defeito 6sseo
circundante posicionando o peridsteo sobre a mesma. A literatura mostra que certos
tecidos no interior do organismo possuem potencial biolégico para regeneracéo,

sempre que exista um ambiente adequado durante a cicatrizacdo!®. As principais
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indicagdes do uso das membranas biolégicas em processos de ROG sao: corregao

de rebordos edéntulos ou defeitos residuais!'”; alvéolos apds exodontias!

11);
deiscéncia e fenestragdes apds colocacio de implantes mediatos e imediatos!'".

Para neoformacdo éssea ser completa pela ROG, devem existir as
seguintes condig¢des: fonte de células osteogénicas (osso viavel adjacente ao defeito);
fonte adequada de vascularizagao; o local da ferida deve permanecer mecanicamente
estavel durante a cicatrizag&o, ja que os micro movimentos poderao influenciar no
tecido a ser formado, deve existir um espaco apropriado entre a membrana e a
superficie 0ssea, impedindo o colapso da membrana neste espacgo (sendo este
espaco critico) e desta forma que este seja preenchido por um coagulo sanguineo, ja
que nele as células osteogénicas irdo se multiplicar; as membranas devem possuir
propriedades de permeabilidade que permita a difusdo de plasma e nutrientes, porém
nao a passagem de células ndo osteogénicas; biocompatibilidade da membrana;
proteger a delicada rede vascular durante a organizagdo do coagulo!'?.

Segundo Andrade-Acevedo et al. (2004)"® os problemas mais
frequentemente associados a ROG e uso de membranas s&o: colapso total ou parcial
da membrana; exposi¢do da membrana por deiscéncia do tecido mole (infecgao local);
baixo nivel de habilidade técnica do profissional. Entre as possibilidades existentes no
mercado de membranas temos as absorviveis e nao absorviveis. As primeiras
membranas para ROG foram as ndo reabsorviveis. Elas requeriam uma cirurgia
subsequente para remové-las e eram frequentemente associadas a exposi¢ao, que

(4 Atualmente, o material de

consequentemente arriscava o sucesso clinico
membrana mais pesquisado e utilizado em procedimentos de ROG é constituido por
uma estrutura especificamente formada por politetrafluoretileno expandido (e-PTFE),

que nao pode ser quebrada quimicamente em condigdes fisioldgicas. Apesar da alta
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previsibilidade de regeneracdo 6ssea com utilizagdo de membranas de e-PTFE, a
principal desvantagem é que sua exposi¢cédo pode causar contaminagao bacteriana. A
reacao inflamatoria da area pode levar a necessidade de remocgao precoce da
membrana‘'®). Varios autores tém relatado uma reducdo na quantidade de osso
regenerado nessas situacdes!'>""),

Com relagdo as membranas absorviveis, estas devem sofrer reabsorgéo e
degradagdo macromolecular por meio da associagdo de hidrolise e degradacéo
enzimatica, processo que ocorre na presenca de enzimas como a fosfatase acida e
colagenase. A bioreabsorgao requer total eliminacdo dos produtos da degradacgéo
sem efeitos residuais locais'®). Estas membranas foram criadas no intuito de eliminar
um segundo tempo cirurgico. Além disso, esses biomateriais tém sido alvo de intensa
investigacdo. Uma nova geracdo de membranas constituidas de copolimero de
polilactico e poliglicélico e as de acido polilactico estdo sendo estudadas™®.

Entre as membranas hoje disponiveis no mercado temos as membranas
de colageno que atendem grande parte dos requisitos por serem biocompativeis,
hemostaticas, além de promoverem quimiotaxia para fibroblastos e osteoblastos, e
serem semi-permeaveis permitindo a transferéncia de nutrientes!'®?*), e significante
reparacdo de defeitos intradsseos no periodonto® e, quando associadas a varios
tipos de enxertos 0sseos, podem melhorar a eficacia dos mesmos, aumentando a
capacidade de estimular o reparo dos tecidos periodontais®®®2®).

Dentre as membranas de colageno existentes no mercado, a que se
destaca no mercado é a Bio-Gide®, que tem como desvantagem o alto custo.
Atualmente, busca-se alternativas para auxiliar reparo do tecido 6sseo e também
diminuir o custo para o paciente com biomateriais de alto desempenho e custo

reduzido®®.
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A membrana de colageno bovino Lumina-coat”, é usada para regeneracéo
de tecido oral, previne a permeagao de tecido mole para dentro do defeito 6sseo e
fornece guia para a formag¢ao adequada de osso, tecido mole e o desenvolvimento de
vasos sanguineos, vascularizando-se homogeneamente durante o processo de
cicatrizagao e levando a uma boa integragdo da membrana com o tecido adjacente, e
apresenta um custo reduzido®?.

Devido a osteopromog¢ado da membrana, seu mecanismo de ag¢ao, na
formagdo do novo tecido ésseo, apresenta caracteristicas hidréfilas absorvendo o
sangue na estrutura e carrega as ceélulas proteicas morfogenéticas; capacita a agéo
das células carregadas em sua estrutua para o estimulo da formacdo de tecido
calcificado ao redor de suas fibras; apos a formacao da estrutura calcificada no local
do sitio do defeito 6sseo original, suas fibras passam a compor o tecido vivo

neoformado®”,
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2 OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi avaliar por meio de analise
histomorfométrica e imunoistoquimica o potencial de regeneragdo 6ssea guiada da
membrana de colageno bovino e de colageno bovino no processo de reparo de

defeitos 6sseos criticos em calvaria de ratos.
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3 MATERIAIS E METODOS

Inicialmente o projeto foi submetido e aprovado pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Aragatuba (FOA-Unesp),

protocolo FOA n° 01062-2017 (Anexo 1)

3.1 Membrana Colagenosa Bovina — LUMINA-COAT®

Composicéao: colageno tipo | na forma de fibras dispostas como formada no
tecido 6sseo de origem bovina utilizado como matéria prima. Material desenvolvido

por Critéria Biomateriais Ltda, Sdo Carlos, SP, Brasil.

3.2 Membrana Colagenosa Porcina — BIO-GIDE®

Membrana de colageno suino (tipo | e lll) natural absorvivel com dupla
camada. A face lisa deve ficar voltada para o tecido mole e a face porosa para o
defeito. A Geistlich Bio-Gide (Bio-Gide® - Geistlich Wolhusen, Switzerland) adere ao

defeito e resiste a tensdes e rupturas.

3.3 Amostragem

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 trés grupos (n=24),

submetidos a eutanasia em quatro momentos do experimento, aos 7, 15, 30 e 60 dias
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apos a cirurgia. Estes animais foram mantidos em gaiolas, e alimentados com ragéo
balanceada (NUVILAB, Curitiba PR, Brasil) contendo 1.4% Ca e 0.8% P e agua natural
no Biotério da Faculdade de Odontologia do campus de Aragatuba— UNESP.

Sendo assim, em cada animal foi realizado um defeito 6sseo critico (DOC)
na calvaria (8 mm), onde todos foram preenchidos com coagulo sanguineo, e divididos
como discriminado a seguir:

e Grupo Coagulo (GC): sem aposigao de membrana;

e Grupo Colageno Bovino (GCB): aposicdo da membrana de colageno

bovino;

e Grupo Colageno Porcino (GCP): aposicdo de membrana de colageno

porcino.

Em todos os grupos 6 animais foram submetidos a eutanasia em cada

periodo pds-operatdrio para a analise.

3.4 Cirurgia Experimental

Todos os procedimentos cirurgicos foram realizados na sala cirurgica do
Biotério da Faculdade de Odontologia de Aragcatuba — UNESP. Os animais foram
mantidos em jejum pré-operatério de doze horas e submetidos a sedagéo por meio da
administragdo via intramuscular, Quetamina (Francotar — Vibrac do Brasil Ltda, S&o
Paulo, Brasil) associado a Xilazina (Rompum — Bayer AS — Saude Animal, Sao Paulo,
Brasil), na dosagem de 40-87mg.Kg™ e 5-13mg.Kg™, respectivamente. Adotou-se um
rigoroso protocolo asséptico, incluindo a esterilizagdo do instrumental utilizado,
delimitagdo da area a ser operada com campos estéreis, uso de aventais e luvas

cirurgicas estéreis. Em seguida a tricotomia na regido da calvaria, antissepsia com
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PVPI tépico (PVPI 10%, Riodeine, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto) e aposicéo de
campos estéreis.

Foirealizado uma incisdo em V de aproximadamente dois centimetros, com
ldmina n°® 15 (Swann-Morton Limited, Sheffield, Reino Unido) montada em cabo de
bisturi n°® 3 (Quinelato - Avenida Pennwalt, 285, Rio Claro, SP - Brasil) e o
descolamento total do retalho com descolador tipo Molt (Descolador de Molt,
Quinelato - 18cm. n° 09. Avenida Pennwalt, 285, Rio Claro, SP - Brasil). Em seguida
com auxilio de broca trefina de 7mm de diametro interno (Harte Instrumentos
Cirargicos - Rua Bernardo Gongalves, 112 Jd. Roberto Benedetti, Ribeirdo Preto, SP
- Brasil) acoplada em contra angulo (Contra &ngulo cirurgico NSK 20:1 SG20 — Elly-
Beinhorn-Strasse 8, Eschborn - Alemanha) com redugédo 20:1 a 800 rotagdes por
minuto sob irrigagdo abundante com solugéo de cloreto de sédio 0,9% (Lab Sanobiol,
Pouso Alegre, Minas Gerais, Brasil), confeccionado um DOC de 8mm de diadmetro, na
porcao central da calvaria envolvendo a sutura sagital, mantendo-se a integridade da
dura-mater (Figura 1). De acordo com os tratamentos propostos os defeitos foram
preenchidos com coagulo sanguineo, sem aposi¢cdo de membrana (GC), membrana
de colageno bovino (GCB) e membrana de colageno porcino (GCP) sobre o defeito.

Finalizando o procedimento, os tecidos moles foram cuidadosamente
reposicionados e suturados empregando-se o fio monofilamentar (Nylon 5.0,
Mononylon, Ethicon, Johnson Prod., S&do José dos Campos, Brasil) com pontos
interrompidos.

No pos-operatorio imediato cada animal recebeu dose unica intramuscular
de 0,1 mg/mL de Penicilina G-benzatina (Pentabidtico Veterinario Pequeno Porte, Fort

Dodge Saude Animal Ltda., Campinas, SP), mantidos em gaiolas durante todo o
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experimento com ragdo e agua natural, e submetidos a eutanasia nos periodos de 7,

15, 30 e 60 dias pds-operatdrios por meio de dose excessiva de anestésico.

Figura 1: A. Acesso cirurgico a calvaria. B. Defeito 6sseo de 8mm de didmetro criado no

centro da calvaria envolvendo a sutura sagital, representada pela linha tracejada amarela.
™

I

g

Figura 2: Defeito critico de 8mm. A. Coagulo. B. Membrana de cortical bovina (Critéria
Biomateriais Ltda, Sao Carlos, SP, Brasil). C. Membrana de colageno porcino (Bio-Gide®

Geistlich Wolhusen, Switzerland).
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As calvarias dos ratos foram removidas e fixadas em solucao de

formaldeido 10% durante 48 horas, lavadas em agua corrente por 24 horas,
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descalcificadas em EDTA 20% por 7 semanas, desidratadas em sequéncia de alcoois
e diafanizadas. Posteriormente, cortadas ao meio no sentido longitudinal, separando
os defeitos 0sseos. As pecas obtidas incluidas em parafina separadamente e fez-se
cortes de 6 um de espessura e montagem das laminas. Em seguida separadas para

a coloragdo em hematoxilina e eosina (HE).

3.5 Analise Histomorfométrica

As imagens das laminas coradas com HE foram obtidas por meio do
microscopio optico (Leica DM4000 B LED, Heerbrugg, Switzerland) com o auxilio de
lentes objetivas Carl Zeiss (2.5X0.07, 5X0.12, 10X e 40X0.65) acoplado a uma cédmera
de captagdo de imagem e conectado a um computador (Configuracdo: Intel Core i5°
com sistema operacinal Windows 7®) e Software para processamento e andlise de
imagens (AxioVision 4.9.1°0, Carl Zeiss by Imaging Associates Ltd, Jena,
Deutschland).

As imagens digitalizadas foram gravadas em arquivos TIFF. A analise
histomorfométrica foi realizada com as imagens obtidas com objetiva de 2.5X0.07,
posteriormente montada as imagens panoramicas das laminas através do software
Photoshop CS6, pela ferramenta Photomerge. Foi avaliado a area de tecido 6sseo
presente ao longo de toda imagem panorémica obtida da Iamina excluindo apenas a

area ossea dos cotos.

3.6 Analise Estatistica
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Os dados obtidos nas analises foram convertidos em valores absolutos, de
pixels, para valores porcentuais relativos, de modo a minimizar a interferéncia da
diferenga do tamanho do negativo. Para a comparagdo entre os valores meédios
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 paramétrico), dependendo da distribuigdo dos dados
na curva de normalidade. Utilizando o programa estatistico para pesquisa biologica
Sigma Plot 12.3 (Systat Software, Inc., San Jose Califérnia, USA), em que foi adotado

como nivel de significancia p < 0,05 para todos os testes.

3.7 Analise Imunoistoquimica

A atividade da peroxidase enddgena foi inibida com peroxido de hidrogénio.
A seguir, as laminas passaram pela etapa de recuperagao antigénica com tampao
fosfato citrato (pH 6.0). Os anticorpos primarios utilizados foram contra Osteocalcina
(OC) e osteopontina (Santa Cruz Biotechnology), com o objetivo de se analisar as
respostas celulares quanto ao processo de mineralizagdo éssea (OC) e regeneragao
ossea (OP).

Foram realizados experimentos de imunoistoquimica utilizando como
método de deteccdo a imunoperoxidase. Foi utilizado o anticorpo secundario
biotinilado anti-cabra produzido em burros (Jackson Immunoresearch Laboratories) e
o amplificador do sinal da marcagdo foi a Avidina Biotina (Kit Elite, Vector
Laboratories), tendo a diaminobenzidina (Dako) como cromogeno.

Para cada um dos anticorpos utilizados, foi avaliada a expressao destas

proteinas semi-quantitativamente pela atribuigao de diferentes “scores” de acordo com
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0 numero de células imunomarcadas no processo de reparo 0sseo relacionado as
membranas.

A analise foi realizada através do microscopio optico (Leica DM4000 B LED,
Heerbrugg, Switzerland), por meio de escores que representam: marcagao leve (1),
marcagao moderada (2) e marcagao intensa (3), que sabidamente estardo envolvidas
na dindmica do tecido 6sseo, e serdo consideradas positivas as marcacdes com
diaminobenzidina, tomando-se o cuidado de se realizar controles negativos para

avaliar a especificidade dos anticorpos®?.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise Histomorfométrica

4.1.1 GC (Figura 3)

7 Dias: A cito arquitetura éssea apresentou hipervascularizagdo na regiao
do defeito 6sseo e ja com a presencga de atividade fibroblastica.

15 Dias: Nota-se a borda do defeito ésseo indo em diregdo ao centro da
ferida, neoformacgéo 6ssea, com tecido 6sseo primario e aleatoriamente distribuido,
rico em ostedcitos e recoberto em suas superficies por osteoblastos. A neoformacéao
o0ssea somente foi notada nos cotos da ferida cirurgica, sendo ausente na regido
central. As laminas analisadas revelaram abundante tecido de granulagdo jovem,
contendo macrofagos, neoformacgéao vascular, fibroblastos e pouca matriz extracelular
preenchendo a regido central da ferida.

30 Dias: Presenca de area 6ssea neoformada mais proximo aos cotos do
defeito. O espago entre estes apresenta-se preenchido por um tecido conjuntivo
frouxo ndo modelado.

60 Dias: Nota-se preenchimento do defeito com tecido conjuntivo imaturo e
presenca de infiltrado inflamatorio, sem sinais de neoformagéo éssea, comprovando
ser um defeito critico.

Ao analisar a fotomicrografia em maior aumento, nota-se a presencga de
tecido conjuntivo maduro, com presencga de fibras colagenas e auséncia de infiltrado

inflamatorio com discretas areas de tecido ostedide (Figuras Anexo ll).
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4.1.2 GCB (Figura 3)

7 Dias: Nota-se um tecido de granulagdo bem organizado sem sinais de
processo inflamatorio, membrana adaptada sobre o defeito com invasao celular.

15 Dias: Presencga de tecido de granulagdo entremeado por tecido 6sseo
neoformado, junto ao coto, centro do defeito apresenta um tecido conjuntivo
organizado, membrana ainda presente com ilhas de neoformac&o O6ssea em seu
interior.

30 Dias: Nota-se a presenca de tecido 6sseo neoformado no centro do
defeito e também ha presenca de particulas da membrana.

60 Dias: Presenca de tecido 6sseo neoformado maduro entremeado por
tecido conjuntivo e sem remanescentes da membrana, presenga de vasos sanguineos
em meio as areas 0sseas neoformadas.

Em analise da fotomicrografia em maior aumento, nota-se a presenca de
tecido 6sseo jovem e maduro entremeado com tecido conjuntivo, presenga de fibras
colagenas, alta vascularizagdo e auséncia de infiltrado inflamatério, remanescentes

de membrana (Figuras Anexo ll).

4.1.3 GCP (Figura 3)

7 Dias: Nota-se a presenca da membrana de colageno porcino em todo
defeito preenchido por um tecido altamente vascularizado, sem infiltrado inflamatério.

15 Dias: Presencga de um tecido com menor vascularizagao, areas de
tecido 6sseo neoformado a partir do coto. Verifica-se também a presencga de pontos

de tecido ostedide no centro do defeito.
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30 Dias: Nota-se uma grande quantidade de tecido 6sseo neoformado
entremeado por fragmentos da membrana de colageno porcino.

60 Dias: Aspecto de fechamento completo do defeito em alguns espécimes,
e em outros o defeito praticamente fechado, sem presenca de remanescentes de
membrana.

Na observacgao das laminas em um aumento de 40x nota-se a presenga de
neoformacéo o6ssea a partir dos cotos 6sseos e no centro do defeito, podendo ser
observado células 6sseas viaveis e sem a presenca de remanescente da membrana

(Figuras Anexo I).



Figura 3: Fotomicrografias dos cortes histolégicos em menor aumento (2,5x) referente aos grupos experimentais (GC; GCB; GCP) em todos

os periodos analisados (7, 15, 30 e 60 dias), nos quais observamos a capacidade de reparagédo 6ssea de cada membrana.
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Figura 4: Fotomicrografias de cortes corados com HE, 30 e 60 dias pds-operatério em maior aumento (GC, GCB,
GCP). Aumento original de 12,5X
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4.2 Analise Estatistica

Todos os testes foram realizados no programa estatistico Sigma Plot 12.3
(Systat Software, Inc., San Jose Califérnia, USA). Inicialmente os dados foram
submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk), o qual ndo identificou dados
homogéneos (p<0,05), ou seja, o teste falhou. Assim, o teste Kruskal-Wallis foi
aplicado, e todas as interagbes que mostraram alteragdes significantes
estatisticamente (p<0,05). Adicionalmente, para a identificagdo precisa das alteragdes
estatisticas, o pos-teste Tukey foi aplicado, considerando nivel de significancia de 5%.

Na avaliagdo histométrica da evolugdo cronologica do reparo 0sseo
(analise intragrupos), o grupo experimental (GCB) apresentou maior area de
neoformacgéo dssea aos 60 dias em comparagao aos outros periodos analisados (7,
15 e 30 dias) (p<0,05). No entanto, ndo houve diferenga estatistica na formacéo de
osso comparando o periodo de 30 dias com o ultimo periodo analisado (p=0,745).
Comparando com os grupos controles, os resultados do GC (controle negativo) e GCP
(controle positivo) se mostraram similares entre os periodos 7 e 15 dias (p=0,985), e
entre 30 e 60 dias (p=0,422), apresentando diferenga apenas quando € comparado
os dois periodos iniciais com os dois periodos finais (p<0,05) (Grafico 1).

Os maiores valores de AON foram observados para o GCP que foi similar
em 30 e 60 dias (p=0,721), houve similaridade entre os grupos CB e CP nos periodos

de 30 (p=762) e 60 dias (p=0,980) (Tabela 1).



Tabela 1: Comparacao de Grupo x Tempo

Resultado de Grupo x Tempo

7 Dias p>0,05 (similares)

15 Dias p>0,05 (similares)

30 Dias | (GCB = GCP (p=0,762)) > GC (p<0,05)

60 Dias | (GCB = GCP (p=0,980)) > GC (p<0,05)

Grafico 1: Area de Osso neoformado para os grupos experimentais.
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4.3 Analise Imunoistoquimica
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As imunomarcacgdes foram avaliadas na regido central do defeito critico, e

com o objetivo de caracterizar as etapas de neoformacéao 6ssea foi utilizada a proteina

(OP) e para mineralizagdo dssea foi utilizada a proteina (OC). A (OC) apresenta-se

marcada em osteoblastos na etapa final de mineralizagéo, caracterizando um tecido

0sseo mais maduro, enquanto a (OP), apresenta-se marcada positivamente em

osteocitos, sendo, portanto, um marcador de tecido 6sseo imaturo/jovem.
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4.3.1 OC — GCB (Figura 4, Tabela 2)

7 dias: Foi possivel observar a presenca de marcagao positiva moderada
para esta proteina proximo aos cotos e no centro do DOC, na forma de precipitados
sobre o tecido 6sseo formado, nos ostedcitos e em células do tecido conjuntivo,
evidenciando uma possivel atividade osteoblastica.

15 dias: Foi possivel observar matriz extracelular marcada positivamente
vindo do coto em dire¢cdo ao centro do DOC, com score moderado.

30 dias: Foi possivel observar trabéculas 6sseas em formacédo e marcagao
positiva com score moderado.

60 dias: Foi possivel observar imunomarcacdo moderada a intensa,

evidenciando a maturagao éssea e o fechamento do defeito.

4.3.2 OC GCP (Figura 4, Tabela 2)

7 dias: Neste grupo foi possivel observar imunomarcagdo com score
moderado na matriz extracelular, para esta proteina.

15 dias: Foi possivel observar imunomarcagdo com score moderado na
matriz extracelular.

30 dias: Foi possivel observar imunomarcagdo com score leve na matriz
extracelular, e moderada nos cotos do DOC.

60 dias: Foi possivel observar imunomarcagdo com score leve na matriz

extracelular, e trabéculas 6sseas mais organizadas.
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Figura 5: Fotomicrografias dos cortes histolégicos em aumento de 40x ao centro do DOC
referente aos GCB e GCP nos periodos de 7, 15, 30 e 60 dias de reparacao, denotando areas

de expressao da proteina OC.

Osteocalcina

15 dias
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4.3.3 OP - GCB (Figura 5, Tabela 2)

7 dias: Matriz extracelular imunomarcada positivamente com score
moderado, evidenciando o inicio do processo de formagao dssea.

15 dias: Foi possivel observar imunomarcacao leve, com poucas células
marcadas.

30 dias: Foi possivel observar imunomarcagao leve em algumas areas de
matriz extracelular, e também algumas células.

60 dias: Foi possivel observar matriz extracelular com imunomarcagao

moderada.
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4.3.4 OP — GCP (Figura 5, Tabela 2)

7 dias: Neste grupo foi possivel observar matriz extracelular imunomarcada
positivamente com score moderado, evidenciando o inicio do processo de formagao
ossea.

15 dias: Imunomarcacdo moderada para esta proteina.

30 dias: Foi possivel observar imunomarcacao leve para esta proteina.

60 dias: Foi possivel observar imunomarcacéo leve para esta proteina,
marcando ja um processo de maturagdo 6ssea, onde ha ocorre menor marcagao para

esta proteina.

Figura 6: Fotomicrografias dos cortes histolégicos em aumento de 40x ao centro do DOC
referente aos GCB e GCP nos periodos de 7, 15, 30 e 60 dias de reparacao, denotando areas

de expressao da proteina OP.
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Tabela 2: Scores representativos relacionados a imunomarcacédo das proteinas OC e OP

referente aos GCB e GCP, sendo os scores classificados como nulo (0), leve (+), moderado

(++) e intenso (+++).

T N

GCB 7D

GCB 15D

GCB 30D

GCB 60D

GCP 7D

GCP 15D

GCP 30D

GCP 60D

++

++

++

+++

++

++

++H+

+++

++

++

++

++
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5 DISCUSSAO

O principal objetivo da ROG €& obter um osso com volume e qualidade
adequado na area de defeito critico com alta previsibilidade e baixo risco de
complicagdes. Secundariamente, a ROG é utilizada afim de obter um bom resultado
com menos intervengdes cirurgicas, baixa morbidade para o paciente e um periodo
de reparo reduzido. Sabe-se que nos ultimos 20 anos, houve avangos significativos
no desenvolvimento de técnicas e materiais para a ROG ocorra de forma previsivel(sa'
34)

Os defeitos 6sseos considerados de tamanho critico sdo aqueles que nao
sdo capazes de se regenerar espontaneamente ao longo da vida do animal, ou seja,
sem o auxilio de um biomaterial ou uma membrana para osteocondug¢ao. Portanto, a
utilizacdo dos biomateriais e/ou enxertos autégenos sdo materiais capazes de auxiliar
no reparo 0sseo, desta forma estes reparos serao significativamente superior quando
comparados ao com um reparo somente utilizando-se o coagulo®®. O defeito 6sseo
criado neste estudo, medindo 8 mm de didmetro externo, € considerado critico, de
acordo com varios trabalhos®°="), incluindo os resultados aqui apresentados, uma vez
que foi possivel verificar tanto pela analise histolégica como pela analise histométrica
que o defeito ndo conseguiu ser reparado. Assim, a utilizagdo de um grupo controle
negativo (coagulo sem membrana) tem por objetivo avaliar e comparar como ocorre a
reparagao de maneira padrao, isto €, a formagao O0ssea é restrita as margens dos
defeitos e o centro é preenchido por um tecido conjuntivo fibroso.

Quando adicionamos a barreira mecanica ou seja, uma membrana, espera-
se que ocorra um aumento na quantidade de osso neoformado e portanto maior area
de regeneragdo tecidual, sendo maior neoformagdo Ossea se comparado ao

controle®. Assim, quando estudamos o uso de diferentes membranas, o que se
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deseja avaliar é se o processo de ROG ocorre de maneira diferente entre elas e se a
guantidade e/ou a qualidade de osso neoformado € a mesma.

Hoje temos uma grande variedade de membranas para ROG que estédo
disponiveis no mercado. A selecdo da membrana a ser utilizada deve basear-se nas
necessidades clinicas e deve conter propriedades basicas, como biocompatibilidade,
oclusédo celular, integracdo tecidual, formagao e manutencgéo de espaco, facilidade de
manuseio e susceptibilidade limitada a complicacdes®®*".

As membranas de colageno sao obtidas por meio de diferentes tecidos

(%842 Embora o colageno tenha

animais (tend&o, pele, intestino), bovino ou suino
inumeras vantagens, como baixa imunogenicidade, atragdo de fibroblastos gengivais
e biocompatibilidade®' *?, a taxa de degradacdo ¢ alta e pode ndo ser mantida por
tempo suficiente para adequada reparacéo tecidual®®. A previsibilidade da membrana
de colageno depende nao apenas do tipo de colageno que compreende, mas também
dos processos quimicos e fisicos aos quais esse colageno foi submetido para eliminar
impurezas, estabilizar as fibras e assim melhorar suas propriedades mecanicas e
reduzir a velocidade de degradac&o do colageno®® 4! 42,

Com os resultados obtidos nesta pesquisa foi possivel observar que a
membrana do GCP (Bio-Gide®) manteve seu alto nivel de atuacdo ja tdo bem descrito

(4348) "A membrana usada no GCP, tem composicdo baseada nos

na literatura
colagenos puros, tipos | e Ill de origem suina, sem reticulagdo ou aditivos quimicos,
que s3o refinados para remover antigenos“”). O periodo de degradacéo descrito em

47.49.%0) Neste estudo, foi observada

a literatura varia de 8 semanas®® em 4-6 meses'
a presenca da membrana nos quatro periodos avaliados por meio da analise
morfologica e n&o foi observada a presencga de células gigantes assim como também

nao foi possivel observar reagéo inflamatoria aguda. Sua reabsorgdo ocorreu em
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forma de grumos sugerindo reabsorg¢ao parcial (cerca de 8 semanas) e penetragao de
tecido 6sseo, provavelmente devido a sua alta permeabilidade o que permite a
penetracédo de sangue no seu interior. Aos 30 e 60 dias, mais defeitos foram fechados,
e o volume ésseo obtido aos 30 dias parece ser mantido até o final do processo de

reparo aos 60 dias*> 4.

A membrana utilizada no grupo experimental GCB (Lumina-coat”) é
composta por colageno tipo | extraido da cortical 6ssea bovina descalcificada. O grupo
CB apresentou tecido conjuntivo fibrocelular e apenas fragmentos da membrana de
foram detectados no periodo de 30 dias e, menos frequentes ainda aos 60 dias. Esses
resultados corroboram estudos prévios de Costa et al., Accorsi-Mendonca et al. e

Bernabé et al., que observaram que aos 30 dias havia fragmentos de membrana®®

ou auséncia completa deste®® °".

No GCP, a neoformacgdo éssea foi mais progressiva. Um processo de
reabsorcao mais lento foi observado através da analise microscopica em comparagao
ao GCB. A presenca de células gigantes multinucleadas foram observadas na
superficie externa da membrana no grupo GCB no periodo de 30 dias, o que sugere
a reabsorgao desse biomaterial, como relatado anteriormente®®. Fato confirmado no
periodo de 60 dias, onde pouco foi observado remanescentes de membrana.

Ao comparar a histometria dos grupos CB e CP, o segundo apresentou
maior area de neoformacdo Ossea em relagdo ao primeiro, 0 que pode estar
diretamente relacionado ao tipo de degradacdo desta membrana onde € possivel
observar a presencga dela ainda no periodo mais tardio e presenga de células gigantes.
Embora ocorra uma degradac&o mais rapida da membrana no GCP, esta assume sua

funcdo de forma adequada fazendo com que o volume total de osso formado aos 30

dias seja mantido até o final do reparo. Ja a membrana de colageno bovino embora
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tenha seu remanescente presente aos 60 dias, sua fungdo como “barreira” foi um
pouco menor do que a do GCP, consequentemente permitiu o crescimento do tecido
conjuntivo no centro do DOC e inibiu a neoformagédo 0ssea, por isso e ndo houve
neoformacéo 6ssea completa que permitisse o fechamento do DOC.

A avaliagdo imunoistoquimica evidenciou comportamento bioldgico
diferente entre os grupos CB e CP. O grupo CP apresentou alguns detalhes
importantes, demonstrando eventos mais bem sequenciados, isso porque a
osteopontina apresentou-se mais imunomarcada aos 7 e 15 dias onde de fato temos
mais a presencga de tecidos osteoide, e posteriormente aos 30 e 60 dias verifica-se
somente com uma marcacéo leve. E nesse momento que a osteocalcina aumenta sua
atividade e apresenta-se como uma imunomaracagao intensa, uma vez que ja esta
presente um tecido ésseo maduro. Em relacdo ao GCB. a proteina, osteopontina teve
imunomarcacao leve aos 07 dias e moderada no periodo de 15 dias, mantendo-se
desta forma até os 60 dias. Isso pode ser devido ao fato da hidrolise da membrana e
a desorganizagao do tecido atrasando a maturagdo do osso na regido. Quanto a
marcagao da osteocalcina para esse grupo manteve-se moderada nos periodos
iniciais e passou a intensa aos 60 dias corroborando com os achados histométricos.

Uma das principais limitagcbes encontradas neste estudo foi a falta de
trabalhos utilizando a membrana de colageno bovino deste experimento,
provavelmente devido a sua recente comercializagdo. Os resultados desta pesquisa,
demonstraram que essa membrana apresenta potencial para auxiliar o processo de
ROG, ndo demonstrando diferenca estatistica na neoformacéo 6ssea em relagcéo ao
GCP, que é uma membrana ja consagrada com estudos na literatura relatando sua

eficacia.
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6 CONCLUSAO

Dentro da metodologia empregada foi possivel concluir que as membranas
estudadas nesta pesquisa promoveram ROG em defeitos criticos em calotas de ratos.
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ANEXO II: Laminas Histolégicas em Maior Aumento

A.ll.1 Grupo Coagulo (GC) (Sem Membrana)

Figura 7: A. Coto direito. 30 dias. Discreta neoformacao indicada pela seta. B. Centro do
defeito. 30 dias. Auséncia de crescimento dsseo. Formacgao de tecido conjuntivo fibroso (T.C).
C. Coto esquerdo. 30 dias. Discreta neoformacao indicado pela seta. HE, aumento original de
10X.

A.l.2 Grupo Colageno Bovino (GCB) (Lumina-Coat® - Criteria
Biomateriais)

Figura 8: 7 dias. A. llha de neoformacgéo 6ssea entre periésteo e membrana, vascularizagao
regional. B. Tecido de granulagéo, alta vascularizagcdo com fibras colagenas organizadas
paralelamente auséncia de infiltrado inflamatdrio. C. Vasos sanguineos e tecido de
granulagdo. D. Membrana com invasdo de vasos sanguineos e células sanguineas. HE,
aumento de 40x.
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Figura 9: 15 dias. A. Fragmentos de membrana no interior do tecido ésseo neoformado
(TON). B. Centro do defeito, ilhas de neoformagao 6ssea no interior da membrana e tecido
conjuntivo organizado. C. membrana parcialmente absorvida com areas de TON, presenca
de vasos sanguineos. HE, aumento original 10x

Figura 10: 15 dias. Centro do defeito, particulas de membrana (M), TON e vasos sanguineos.
HE, aumento original 40x

Y2

ok
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Figura 11: 30 dias. A. Centro do defeito com membrana presente, tecido conjuntivo
organizado, alta vascularizagdo. B. Proximo ao coto, area de TON entremeado por tecido

conjuntivo. HE, aumento original 10x

Figura 12: 30 dias. A. Proximo ao coto, area de TON entremeado por tecido conjuntivo. B.
Centro do defeito com membrana presente, tecido conjuntivo organizado, alta vascularizagao.

HE, aumento original 40x
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Figura 13: 60 dias. A. TON maduro entremeado por tecido conjuntivo e remanescentes de

membrana. B. Centro do defeito fechado. HE, aumento original 5x

Figura 14: 60 dias. A. TON maduro entremeado por tecido conjuntivo e remanescentes de

membrana. B. Centro do defeito fechado. HE, aumento original 40x
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A.I.3 Grupo Colageno Porcino (GCP) (Bio-Gide® - Geistlich
Wolhusen)

Figura 15: 30 dias. A. Observa-se o limite da osteotomia e tecido ésseo neoformado em
direcdo ao centro do defeito 6sseo. E possivel notar remanescentes do colageno da
membrana no tecido dsseo neoformado. B. No centro do defeito dsseo, observa-se o seu
reparo total. C. Em diregao ao centro do defeito 6sseo, observa-se tecido 6sseo neoformado
desenvolvendo-se no interior da membrana e mais ao centro, tecido 6sseo mais desenvolvido
(maduro) tendo ainda algumas areas de tecido conjuntivo no seu interior D. No lado
contralateral, observa-se tecido 6sseo neoformado a partir do coto 6sseo como também no
interior da membrana. A imagem assinalada no interior do tecido 6sseo neoformado sugere
que houve reabsor¢cdo da membrana e remanescentes dela encontram-se incrustadas nele.
HE, aumento original 40x.

Figura 16: 30 dias A. Observa-se remanescentes da membrana (M) entre as formacgoes
0sseas na regiao central do defeito ésseo (HE, aumento original 100x). B. — Remanescentes
da membrana (M) observados na figura 15 (HE, aumento original 100x).




69

Figura 17: 60 dias — A: Observa-se a regiao onde foi realizada a osteotomia e a neoformacéao
6ssea no interior da membrana em diregao ao centro do defeito além de remanescentes da
membrana transpassando a margem do defeito (da osteotomia). B: Centro do defeito 6sseo
com reparo parcial. C: Regido contralateral mostrando a regido onde foi realizada a osteotomia
e o tecido 6sseo neoformado em direcdo ao centro do defeito 6sseo (HE, aumento original
40x). (HE, aumento original 40x).

Figura 18: 60 dias. Observa-se o tecido 6sseo neoformado no interior da membrana (M) (HE,
aumento original 100x)




