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RESUMO

O uso de membranas que auxiliem no processo de regeneracao ossea
guiada (ROG) é também uma vertente dos estudos de biomateriais
compativeis que auxiliam nesse processo de reparo. Membrana de
polimero biodegradavel, desenvolvida recentemente, que apresenta
como base nano fibras de policaprolactona (PCL), com um ritmo
controlavel de degradagao, mantém a estrutura durante um maior periodo
do crescimento celular. O objetivo deste projeto foi avaliar por meio da
analise histologica o potencial de auxiliar na neoformacdo Ossea da
membrana de PCL com 5% de HA e da membrana porcina no processo
de reparo de defeitos 6sseos criticos em calvaria de ratos. Foram usados
36 ratos para analise histolégica nos tempos de 7, 30 e 60 dias divididos
em trés grupos: G1: Coagulo, G2: Membrana Porcina, G3: PCL. Na
analise histolégica a membrana de PCL apresentou bom comportamento
biolégico com os tecido, pois nao foi verificado reacdo de corpo estranho
e nem reacgoes inflamatdrias, também foi possivel verificar que a mesma
permitiu que a ROG ocorresse tanto aos 30 quanto aos 60 dias, sendo
que em alguns espécimes foi verificado o fechamento completo do defeito
critico. Concluiu-se que a membrana de PCL mostrou-se biocompativel

com potencial para auxiliar nos processos de ROG.

Palavras Chave: Membranas. Polimeros. Reparo.
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ABSTRACT

The use of membranes that help in the process of guided bone
regeneration (GBR) is also an aspect of the study of biomaterials
compatible that assist in the process of repair. Still in a study phase
membrane developed at the University of San Carlos is based on nano
polycaprolactone (PCL) fibers which is a biodegradable polymer with a
rhythm is controllable degradation, maintaining the structure during a
longer period of cell growth. The objective of this project was to evaluate
by means of histological analysis the potential to aid in bone neoformation
PCL membrane with 5% of HA and porcine membrane in the process of
critical bone defects repair in rat calvarium. 36 rats were used for
histological analysis of critical defects in rat calvarium in times of 7, 30 and
60 days divided into three groups: G1: Blood clot, G2: Porcine embrane,
G3: PCL. Histological analysis showed that the PCL membrane has a
biological behavior with the fabric since it was not verified foreign body
reaction in any specimen, it was also possible to verify that it allowed the
GBR occurred both to 30 about the 60 days, and in some specimens it
was verified the complete closure of the defect. The PCL membrane
proved to be biocompatible with the potential to assist in the processes of
GBR.

Keywords: Membrane. Polymer. Repair.
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1 INTRODUGAO

A implantodontia atual, cada vez mais se utiliza de métodos para reconstrugao
do processo alveolar, com a finalidade de possibilitar a instalagdo de implantes em
posicdo adequada do ponto de vista estético e funcional.

A regeneracgédo 0ssea guiada (ROG) é comumente usada na pratica clinica para
o tratamento de situagdes de defeitos dsseos alveolares limitantes nos maxilares. E
caracterizada pelo uso de meios fisicos (membranas ou barreiras), que promovem o
isolamento anatébmico de um local, permitindo a selegéo e proliferagdo de um grupo
de células, predominantemente osteoblastos, a partir do leito receptor e
simultaneamente impedem a agao de fatores concorrentes inibitérios ao processo de
regeneragao. Nesta técnica € imperioso que haja um espaco bioldgico entre a barreira
ou membrana e o defeito 6sseo.?

Para um material ser utilizado como membrana para ROG, ele deve satisfazer
algumas propriedades fisico-quimicas tais como ser biocompativel, ter baixa
imunogenicidade, promover integracdo tecidual, exclusividade celular (impedir a
passagem de células do tecido conjuntivo para a area submembranosa), possuir
capacidade de manter o espaco e ser de facil utilizagao clinica.’

Atualmente, as membranas de colageno reabsorvivel dominam os
procedimentos de ROG na pratica clinica e a sua utilizagdo tornou-se tratamento
padrao para ROG e apresenta varias vantagens em comparagao com as membranas
nao absorviveis: estabiliza a ferida, permite vascularizagdo precoce, atrai os
fibroblastos através da quimiotaxia e sdo semipermeaveis, o que facilita a
transferéncia dos elementos nutritivos. Devido a propriedade hidrofilica da membrana,
facilita a técnica cirurgica e sua estabilizagdo sobre o enxerto, além de ndo necessitar
de cirurgia para remogéo.3

Uma das mais utilizadas e documentadas membranas de colageno, € derivada
de suinos e nao reticulada (Bio-Gide, Geistlich). As caracteristicas de hidrofilia e
maleabilidade desta membrana a tornam facil de ser adaptada sobre o enxerto e,
quando colocada em dupla camada, ocorre uma melhor estabilizagdo, dispensando
assim a utilizacdo de tachinhas ou parafusos para fixagdo, além disso quando
expostas ndo causam infecgao local porque os tecidos moles geralmente cicatrizam

por segunda intengao.’
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As membranas podem servir também como suporte do crescimento celular por
possuir uma estrutura que mimetiza a matriz extracelular, permitindo assim
crescimento, proliferagao, migracao e diferenciagao de tecidos especificos para uma
futura implantagdo.* A matriz extracelular € composta de uma interligagéo de fibras
protéicas (colageno e elastina), proteoglicanas e depdsitos de minerais no caso do
tecido 6sseo. Os polimeros desenvolvidos para essas membranas podem ser ou hao
biodegradaveis, possuem propriedades hidrofilicas, quimicas, fisicas e mecanicas
necessarias para permitir o crescimento celular.® Dois dos polimeros mais estudados
sdo poli-acido-lactico (PLA) e poli-caprolactona (PCL). Ambos s&o biodegradaveis® e
biocompativeis®’, sendo de uso freqiiente na area médica como parafusos de fixagdo
ossea, placas, veiculo de drogas ou estrutura para engenharia tecidual. Estudos
recentes mostram que membranas baseadas em matriz de PCL associadas ou ndo a
diferentes substancias, podem dar um suporte eficiente para o desenvolvimento
celular permitindo a regeneracéo de cartilagens, tecido vascular, tecido cardiaco, pele,
olho, tecido nervoso, entre outros.?®1%1" Contudo, o PCL é mais hidrofébico que o
PLA'2.13.1415 ¢ possui uma degradagéo mais lenta em solugdes salinas.’® Um estudo
demonstrou que quando associados a hidroxiapatita (HA) o peso molecular do PCL
aumentou drasticamente, enquanto o peso molecular do PLA teve uma queda.’” Um
maior peso molecular define um tempo de degradagdo do polimero mais lento,
possibilitando uma regeneragdo tecidual guiada mais segura. A propriedade
mecanica dessas membranas podem influenciar o crescimento celular e a morfologia
pode influenciar na adesao celular.

E possivel incorporar proteinas aos polimeros, aumentando sua
compatibilidade através de co-encapsulagdo de sais tampao e estabilizadores de
proteina que podem alterar o pH interno das microesferas,'®'® melhorando as
propriedades do PCL.

Membranas de polimeros biodegradaveis com nanohidroxiapatita
(NHA)?0.21.22.23 tem sido intensamente estudadas nos Ultimos anos, pois sua estrutura,
além de ser mantida por mais tempo, € mais favoravel para os osteoblastos. A nHA
constitui 70% do tecido 6sseo e quando incorporada no polimero pode promover uma
rapida neoformacdo O&ssea induzindo células tronco a se diferenciarem em
osteoblastos. A vantagem do uso do polimero biodegradavel é que o seu ritmo de
degradacdo é controlavel, mantendo a estrutura durante um maior periodo do

crescimento celular e as mantas possuem vazios nanométricos entre as nanofibras
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que podem ancorar as células. As nanofibras podem ser processadas de forma a
serem porosas, induzindo a cristalizacdo da nHA2?'22 por meio de tratamento
adequado, ou podem ser tratadas superficialmente com plasma?* para aumentar sua
molhabilidade, aumentando a ancoragem e o grau de compatibilidade de células-
matriz. Para melhorar a dispersdo da nHA, compatibilizantes foram usados?®
mostrando uma melhor resposta dos osteoblastos. Em alguns estudos,?® verificou-se
que a adicao de pequenas concentragdes de nHA refor¢a as nanofibras, enquanto a
adicdo de elevadas concentragbes produz defeitos nas nanofibras, diminuindo o

modulo de armazenamento.
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2 PROPOSICAO

A proposta deste projeto foi avaliar por meio da analise histométrica e
histolégica o potencial de auxiliar na neoformagao éssea da membrana de PCL com
5% de HA (membrana em desenvolvimento com tecnologia nacional) em comparagéo
com a membrana porcina Bio-Gide® no processo de reparo de defeitos dsseos criticos

em calvaria de ratos.
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3 MATERIAIS E METODOS

Para a realizacdo desta pesquisa esse projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica e Pesquisa em Animais da FOA sob o Processo FOA n° 2013-01489

3.1 Manta de PCL associado a nHA

Material desenvolvido pelo Departamento de Engenharia de Materiais,
UFSCar, S&o Carlos, SP, Brasil.

3.1.1 Desenvolvimento da manta de PCL

Para a preparacdo da solucdo de PCL com a nanocarga (0,05 g/mL),
primeiramente deixou-se a nHA no cloroférmio e em ultrassom (marca Ultrasonic
Cleaner, modelo USC 1450) por noventa minutos, a fim de promover melhor dispersao
das nanoparticulas. Decorrido esse tempo, foi adicionado o polimero, aguardando sua
completa dissolu¢do. Em seguida foi colocado metanol sob agitacdo constante até
completa homogeneizag¢ao da solugéo. O sistema de solventes foi composto por 75%
de cloroférmio e 25% de metanol v/v. A concentragéo do polimero nessa suspensao
formada de polimero e nanocarga foi de 0,12g/mL. O polimero foi o PCL CAPA 6806
da Solvay com Massa Molar de 80 KDa1.

3.2 Amostras

Foram utilizados um total de 54 ratos (Rattus novergicus albinus, Wistar),
machos, adultos (3 a 4 meses), com aproximadamente 200g a 300g, os quais foram
divididos em trés grupos (n=18 por grupo), e submetidos a eutanasia em trés
momentos do experimento, aos 7, 30 e 60 dias apds a cirurgia. Estes animais foram
mantidos em gaiolas, e alimentados com racéo 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 6sseo critico na calvaria (8 mm), como discriminado a seguir:

e Grupo coagulo (GC) (controle negativo) — n= 18: O defeito dsseo critico foi
preenchido com coagulo sanguineo sendo 6 ratos submetidos a eutanasia em cada
periodo para a analise (7, 30 e 60 dias apds a cirurgia).

e Grupo PCL com 5% de HA (GPCL) (grupo experimental) — n= 18: O defeito

0sseo critico foi preenchido com coagulo sanguineo e sobre o defeito colocado uma
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membrana de PCL com 5% de HA, sendo 6 ratos submetidos a eutanasia em cada
periodo para a analise (7, 30 e 60 dias apds a cirurgia).

e Grupo Bio-Gide® (GBG) (controle positivo) — n=18: O defeito dsseo 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, 30 e 60 dias apds a cirurgia).

Figura 1 - A. Membrana de PCL. B. Membrana de colageno porcino

Fonte: Do autor.

3.3 Cirurgia experimental

Os animais foram mantidos em jejum pré-operatorio de doze horas e
submetidos a sedagao por meio da administragao 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 esterilizagao do instrumental utilizado, delimitagcdo da area a ser operada
com campos estéreis, uso de aventais e luvas cirurgicas estéreis. Todos os
procedimentos cirurgicos foram realizados na sala cirurgica do Biotério da Faculdade
de Odontologia de Aragatuba — UNESP. Foi realizada a tricotomia na regido da
calvaria, antissepsia com Polivinil Pirrolidona lodo Degermante (PVPI 10%, Riodeine
Degermante, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto), associado ao PVPI tépico (PVPI
10% Riodeine, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto) e aposicdo de campos estéreis.

Foi realizada incisdo triangular no sentido occipitofrontal 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) (Figura 2A). Em seguida com auxilio de

broca trefina de 7 mm de diametro (3i Implant innovations, Inc., Palm Beach Gardens,
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EUA) acoplada em baixa-rotagédo de 500 rpm, sob irrigagdo abundante com solugao
de cloreto de sddio 0,9% (Darrow, Rio de Janeiro, Brasil), foi confeccionado um defeito
cirargico critico de 8 mm de diametro, na porgédo central da calvaria envolvendo a
sutura sagital, mantendo-se a integridade da dura-mater (Figura 2B e C). De acordo
com os tratamentos propostos os defeitos foram preenchidos com coagulo sanguineo
e sobre o defeito colocado uma membrana de colageno porcino (GBG — n=18), ou
com uma membrana de PCL com 5% de HA (GPCL com 5% de HA —n=18), ou sem
recobrimento (GC — n=18).

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., Sdo
José dos Campos, Brasil) com pontos interrompidos no plano mais externo.

No poés-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 ragao e agua ad libitum.

Os animais foram submetidos a eutanasia nos periodos de 7, 30 e 60 dias pés-

operatdrios por meio de dose excessiva de anestésico.

Figura 2 - A. Acesso cirurgico a calvaria. B. Trefina de 7mm. C. Remoc¢ao da cortical da
regido de calvaria

Fonte: Do autor.

3.4 Etapa laboratorial

As calvarias dos ratos foram removidas e fixadas em solucédo 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 Osseos. As pecas obtidas foram incluidas em parafina
separadamente, receberam cortes de 6 um de espessura e montadas em laminas. As
laminas foram separadas para a coloracdo em hematoxilina e eosina (HE). Para
analise histoldgica foram avaliadas 3 laminas por animal onde todo o defeito foi
analisado. Previamente a realizagdo da analise histologica, as amostras foram
codificadas de maneira que somente o orientador conheceu a quais grupos
pertencem. Um unico examinador realizou as analises e o mesmo desconheceu o

respectivo grupo da secgao.

3.5 Analise histolégica

ApoOs as laminas serem coradas com HE (Merck & Co., Inc.) as laminas foram
analisadas utilizando um microscopio optico (LeicaR DMLB, Heerbrugg, Switzerland)
acoplado a uma camera de captagao de imagem (LeicaR DC 300F microsystems Itd,
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).

3.6 Analise histomorfométrica

Mensuragdes foram realizadas utilizando um microscopio optico (Leica R
DMLB, Heerbrugg, Switzerland) acoplado a uma camera de captagdo de imagem
(Leica R DC 300F microsystems Itd, Heerbrugg, Switzerland). Essas imagens foram
armazenadas como figuras (jpg), e foram analisadas no programa Image J (NIH,
Bethesda, ML, USA). Foi avaliada a area total do defeito ésseo e area de neoformagao
ossea. Os dados obtidos nas analises foram transformados em valores absolutos de
pixels, para valores porcentuais para permitir a aplicagéo do teste estatistico.

O programa computacional SigmaPlot 12.3 foi utilizado (Exact Graphs and Data
Analysis, San Jose, CA, USA), considerando o nivel de 5% de significancia.
Inicialmente o teste de normalidade Shapiro-Wilk foi aplicado, o qual notou
homonegeidade dos dados em fung¢ao da curva de normalidade (p>0,05). Assim, a
Anadlise de Variancia (ANOVA) de 2 fatores (grupos experimentais e periodos de
andlise) foi aplicada. Para ambas as interagdes, foi observada alteragao

estatisticamente significante (p<0,05), em que o pos-teste Tukey foi aplicado.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao histologica

411 GC
7 dias

A citoarquitetura das seccdes microscopicas aos 7 dias para os defeitos sem
membrana mostrou hipervascularizacdo no tecido 6sseo neoformado (TON) e
presenca de atividade fibroblastica. Verificou-se na borda do defeito 6sseo, indo em
direcdo ao centro da ferida, neoformagdo éssea, com tecido 6sseo primario e
aleatoriamente distribuido, ricamente celularizado por ostedcitos e recoberto em suas
superficies por osteoblastos. A neoformacao 6ssea somente foi notada nos cotos da
ferida cirdrgica, sendo ausente na regiao central, com abundéancia de tecido de
granulacao jovem, contendo macrofagos, neoformagao vascular, fibroblasto e pouca

matriz extracelular preenchendo a regido central da ferida (Figura 3).

Figura 3 — GC. 7 dias. HE. Imagem panoramica

Fonte: Do autor.

30 dias
No periodo de 30 dias (Figura 4), o GC apresentou uma area éssea neoformada
maior proximo aos cotos do defeito. O espaco entre estes estava preenchido por um

tecido conjuntivo frouxo ndo modelado.
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Figura 4 — GC. 30 dias. HE. Imagem panoramica
o ‘.\\ o i

Fonte: Do autor.

Foi possivel observar, em maior aumento, indicados pela seta, a area de
osteotomia com os cotos 6sseos esquerdo (Figura 5A) e direito (Figura 5C) com
discreta neoformacdo Ossea em suas margens, € o centro do defeito critico

preenchido por tecido conjuntivo fibroso (Figura 5B).

Figura 5 — GC. 30 dias. HE. Aumento de 40X. A. Coto esquerdo. B. Centro do defeito

critico. C. Coto direito
_W\

Fonte: Do autor.

60 dias

No periodo de 60 dias (Figura 6) observou-se maior aproximagao dos cotos,
porém, o defeito 6ésseo permanece sem reparo e a area central apresenta-se

preenchida por tecido conjuntivo fibroso.
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Figura 6 — GC. 60 dias. HE. Imagem panoramica

Fonte: Do autor.

No aumento de 400x observa-se TON, presenca de tecido conjuntivo (TC),

linha de osteotomia (LO) e ostedcitos nos cotos esquerdo e direito (Figura 7).

Figura 7 - GC. 60 dias. HE. Aumento de 400x. Coto direito. TON (seta preta). TC (seta
amarela). Linha de osteotomia (LO) (seta verde). Osteécitos (seta azul)

Fonte: Do autor.

No centro do defeito ha auséncia de TON e presenga de TC e neutrdfilos

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). Neutroéfilos (seta vermelha)

Fonte: Do autor.

41.2 GPCL

7 dias

No periodo de 7 dias foi possivel verificar a presenca de um TC frouxo, sem a
presenca de infiltrado inflamatério. Proximo aos cotos ja nota-se a presenga de uma
neoformacéo éssea. (Figura 9)

Figura 9 — GPCL. 7 dias. HE. Imagem panoramica

Fonte: Do autor.
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No centro do defeito é possivel verificar um TC frouxo e em alguns espécimes
foi verificado areas de TON (Figura 10 A e B).

Figura 10 — GPCL. 7 dias. Aumento de 6.3X. Centro do defeito critico. A. HE. B.
Tricromico de Masson

Fonte: Do autor.

E possivel observar a presenca da membrana de PCL, préximo aos cotos,
envoltos por TON (*). A seta da figura 11A indica a LO. Ambas as laminas foram

coradas por HE. (Figuras 11A e B).

. Aumento de 6.3X. B. Aumento de 25X

Figura 11 — GPCL. 7 dias. HE. Coto esquerdo. A

= g

Fonte: Do autor.
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Em um aumento de 12.5X com laminas coradas por Tricrdmico de Masson, é
possivel notar o TON adjacente a presenga de fragmentos da membrana de PCL no

coto esquerdo (Figuras 12A) e direito (Figuras 12B).

Figura 12 — GPCL. 7 dias. Tricromico de Masson. Aumento de 12.5X. A. Coto esquerdo.
B. Coto direito

Fonte: Do autor.

30 dias

Nesse tempo experimental foi verificado uma area maior de neoformacgéao
O0ssea, diminuindo o tamanho da cavidade. O centro do defeito apresenta-se

preenchido por TC (Figura 13).

Figura 13 — GPCL. 30 dias. HE. Imagem panoramica

Fonte: Do autor.
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Em um aumento de 40x é possivel notar TON nos coto direito (Figura 14A), esquerdo
(Figura 14B) e no centro do defeito (Figura 14C) continuamente, apresentando

remanescentes da membrana envolta por TON e TC.

Figura 14 — GPCL. 30 dias. HE. Aumento de 40X. TON (seta preta). TC (seta amarela). LO
(seta verde). Ostedcitos (seta azul). Membrana (seta vermelha). A. Coto direito. B. Coto
esquerdo. C. Centro do defeito critico

P57

74 s

Fonte: Do autor.

60 dias

Nesse tempo experimental foi verificado em alguns espécimes o fechamento
completo do defeito critico e em outros quase a sua totalidade. Na figura 15 observa-se o

defeito preenchido por TON e uma pequena por¢ao central com TC (Figura 15).

Figura 15 — GPCL. 60 dias. HE. Imagem panoramica

Fonte: Do autor.

A neoformacao éssea € continua nos cotos direito (Figura 16A) e esquerdo

(Figura 16B), assim como no centro do defeito (Figura 16C), que apresenta o
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fechamento completo. Ou seja, apés 60 dias a regeneragao tecidual ocorreu

totalmente. Nesse periodo os remanescentes da membrana ja foram reabsorvidos.

Figura 16 — GPCL. 60 dias. HE. Aumento de 12.5X. TON (seta preta). TC (seta amarela).
Osteodcitos (seta azul). A Coto Direito. B. Coto esquerdo. C. Centro do defeito critico

|

Fonte: Do autor.

4.1.3 GBG
7 dias

Nota-se a presengca da membrana de colageno porcino em todo defeito
preenchido por um tecido altamente vascularizado, sem infiltrado inflamatdrio, com

inicio de neoformacgao 6ssea proximo aos cotos (Figura 17).

Figura 17 — GBG. 7 dias. HE. Imagem panoramica

Fonte: Do autor.

Presenga de células gigantes indicando a fagocitose da membrana

(Figura18A). Inicio de neoformagéo éssea no centro do defeito (Figura 18B).
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Figura 18 — GBG. 7 dias. HE. Aumento de 12.5X. A. Células Gigantes (seta preta). B.
Centro do defeito critico

Fonte: Do autor.

30 dias

O centro do defeito apresenta-se preenchido por TON e TC fibroso organizado,
com neoformacéo 6ssea a partir dos cotos em diregcdo a porgcédo central. Nota-se
grande quantidade de TON entremeado por fragmentos da membrana de colageno
porcino (Figura 19).

Figura 19 — GBG. 30 dias. HE. Imagem panoramica

Fonte: Do autor.

Na observacdo das laminas em um aumento de 12.5X nota-se a presenca de
neoformacéo Ossea a partir dos cotos ésseos (Figuras 20A e B) e no centro do defeito
(Figura 20C), com a imagem mostrando remanescente da membrana entre a area de TON

e TC organizado.
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Figura 20 — GBG. 30 dias. HE. Aumento de 12.5X. Coto (seta preta), TC (seta amarela),
membrana remanescente (seta azul). A. Coto direito. B. Coto esquerdo. C. Centro do
defeito critico

Fonte: Do autor.

Em um aumento de 25X observa-se mais nitidamente TON envolvendo a membrana

remanescente (Figura 21).

Figura 21 — GBG. 30 dias. HE. Aumento de 25X. Membrana remanescente (seta verde).
Centro do defeito critico

Fonte: Do autor.

No aumento de 400x observa-se nos cotos esquerdo e direito e no centro do
defeito TON, TON nos espagos da membrana, membrana remanescente, tecido

ostedide, ostedcitos e TC (Figura 22).
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Figura 22 — GBG. 30 dias. HE. Aumento de 400X. A. Coto esquerdo. TON (seta preta).
TON nos espagos da membrana (seta verde). Membrana remanescente (seta azul).
membrana remanescente integrada ao TON (seta vermelha). TC (seta amarela). B. Coto
direito. TON (seta preta). Membrana remanescente (seta vermelha). Tecido ostedide
(seta amarela). Osteocitos (seta azul). C. Centro do defeito critico. TON (seta preta).
Membrana remanescente (seta azul). TC (seta amarela). Membrana remanescente
integrada a TON (seta verde). Osteécitos (seta vermelha)

Fonte: Do autor.

60 dias

Aos 60 dias as imagens obtidas da neoformacao éssea nos cotos e centro do
defeito eram muito semelhantes aos dos animais sacrificados com 30 dias, mas com

tecido 6sseo neoformado preenchendo praticamente toda a cavidade (Figura 23).

Figura 23 — GBG. 60 dias. HE. Imagem panoramica

Fonte: Do autor.

No aumento de 40x observou-se em ambos os cotos (Figura 24A e B) e no centro
do defeito (Figura 24C) TON, presenga de TC e tecido ostedide. Além disso, o coto direito

apresentou membrana remanescente (Figura 24B).
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Figura 24 — GBG. 60 dias. HE. Aumento de 40X. TON (seta preta), TC (seta amarela).
Tecido ostedide (seta azul). A. Coto esquerdo. B. Centro do defeito critico. C. Coto
direito

Fonte: Do autor.

No aumento de 400x é possivel observar mais nitidamente TON, presenca de

tecido osteoide, ostedcitos e TC (Figura 25A, B e C).

Figura 25 — GBG. 60 dias. HE. Aumento de 400X. TON (seta preta). TC (seta amarela).
Tecido ostedide (seta azul). Ostedcito (seta verde). A. Coto esquerdo. B. Coto direito.
C. Centro do defeito critico

Fonte: Do autor.
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4.2 Avaliacao histomorfométrica

Tabela 1 — Area de TON em fungio dos grupos experimentais aos 7, 30 e 60 dias
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A partir dos dados histométricos obtidos (Tabela 1) de area de o0sso
neoformado (AON), no primeiro periodo experimental, houve similaridade entre os
grupos analisados (p>0,05). Nos demais periodos (30 e 60 dias), o GBG apresentou
os maiores valores de AON (p<0,05). Aos 30 dias, o GBG foi superior ao GPCL
(p<0,001) e este foi similar ao GC (p=0,05) (BG>PCL=COAG). Aos 60 dias, os maiores
valores foram para o GBG, seguidos dos CPCL e GC (p<0,05) (BG>PCL>COAGQG).
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5 DISCUSSAO

No periodo de 7 dias, todos os grupos apresentaram pouquissima neoformagao
0ssea e somente proximo ao coto. Além disso, o tecido conjuntivo formado apresenta-
se bem desorganizado. Os remanestenes da membrana nos GPCL e GBG s&o bem

nitidos e extensos, ocupando todo o centro do defeito.

No periodo de 30 dias, o resultado menos favoravel foi o encontrado no GC,
onde os animais receberam apenas o coagulo, apresentando uma formacgao éssea
pequena nos cotos e nenhuma neoformagao 6ssea no centro do defeito. Ja os animais
do GPCL e GBG apresentaram neoformagédo 6ssea nos cotos e na regido central do
defeito observou-se TON como “ilhas” fusionadas de tecido 6sseo e remanescentes
da membrana. Os animais do GPCL também apresentaram remanescentes da
membrana e os melhores resultados, pois além da neoformagdo Ossea desde os

cotos, o TON era mais continuo.

No periodo de 60 dias, o GC continuou apresentando os piores resultados, sem
neoformacao 6ssea no centro do defeito, apenas preenchimento do defeito com TC.
Os animais do GBG apresentaram neoformacao 6ssea melhor aos 60 dias, com quase
o fechamento completo do defeito, havendo somente uma pequena faixa no centro
com TC e remanescentes da membrana. O GPCL apresentou neoformagao 6ssea
continua em todo o defeito, sendo mais uniforme em comparagao ao GBG, o TC ja
estava mais organizado e a membrana, nesse periodo, foi absorvida pelo organismo.
Em alguns espécimes houve o fechamento completo do defeito dsseo, evento esse

que nao foi verificado nos outros grupos.

O defeito dsseo critico é definido como o menor tamanho de defeito que néo
permite a completa cicatrizacdo 6ssea durante um periodo determinado, usualmente
suficiente para a cicatrizacdo natural. Um dos maiores objetivos da pesquisa com
biomateriais é permitir a engenharia tecidual de osso pela cultura de células
osteogénicas e de vascularizagdo em armagdes/arcabougos de compositos
biocompativeis. O PCL e a membrana colagena n&o séo toxicos para as células e tem
varias propriedades desejaveis, tais como biodegradabilidade. Essa caracteristica de
pouca toxicidade foi comprovada no presente estudo, uma vez que nao houve, nos
periodos avaliados, nenhuma carateristica histoldgica que pudesse indicar rejeicao do

material inserido e com processo inflamatério de pouca intensidade.
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No presente estudo a membrana de PCL+HA apresentou bons resultados
hisotologicamente, por causa da adicdo de hidroxiapatita, devido ao seu papel
osteogénico e osteoindutor.?”22 Em outros estudos a HA adicionada as nanofibras de
PCL melhorou significativamente a cicatrizagao 6ssea em defeitos provocados na
calvaria. Chen e Chang®, por exemplo, utilizando nanofibras muito similares as
utilizadas no presente estudo (PCL+HA e PCL), observaram que estas ndo afetavam
negativamente a diferenciacéo osteogénica, permitindo o crescimento e diferenciagao
de células mesenquimais. Além disso, observaram que a produgao mineral pelas
células foi proporcional a concentracdo de HA na nanofibra. Contrariamente,
Rodenas-Rochina et al.?? observaram que a HA nao melhorou a proliferacao celular e
a diferenciacao de osteoblastos quando adicionada a suportes a base de PCL, sendo

que o PCL sozinho apresentou melhores resultados.

O PCL apresenta algumas desvantagens. Tal como outros polimeros sintéticos,
€ de natureza hidrofdbica, impedindo a penetragao de células aquosas para o interior
da estrutura e tem pobres sitios de reconhecimento celular, levando a baixa afinidade
e adesao celular.3' Além disso, podem produzir subprodutos de acidos durante a
degradagdo, causando uma resposta inflamatoria.3? Contudo, este evento nao foi

observado nos periodos estudados.

A HA cerdmica e porosa demonstrou capacidade de integrar-se ao leito
receptor, sendo osteocondutora e apresentando éxito na reconstrucido de falhas
O0sseas nas areas médica e odontoldégica. Um compadsito, como a HA, adicionado a
membrana melhoraria a biocompatibilidade e integracao do tecido duro devido ao fato
de que as particulas de cerdmica, que sao incorporadas na matriz do polimero,
permitem rapido aumento da propagacéo inicial do soro com proteinas, em

comparagdo com a superficie de polimero mais hidrofébico.33

Os polimeros sintéticos e naturais passam por diferentes vias de degradagao.
Os polimeros sintéticos sdo geralmente degradados por hidrélise simples, enquanto

que os polimeros naturais sao principalmente degradados enzimaticamente.3*

As tensdes locais sao necessarias para estimular a neoformagdo oéssea.
Reciprocamente, a rigidez em excesso das membranas pode provocar concentragdes

de tens&o no tecido saudavel circundante resultando em reabsorgao 6ssea.®®
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Du et al.®8 utilizaram membranas de colageno como scaffolds. As membranas
de colageno obtidas comercialmente envolviam HA em sua superficie, em seguida
eram colocadas sobre o fragmento de osso ao longo da sua superficie. O tamanho
dos poros deste material variaram de dezenas a centenas de micrometros, e o material
se mostrou flexivel e absorvivel. Os autores observaram também que as células
migravam a partir dos fragmentos 0sseos na matriz, 0 que sugeriu que o material €
bioativo. Em um de seus estudos, Wagner-Ecker3’ constatou que o colageno tem
capacidade de neoformacgao éssea. Porém essa propriedade é favorecida quando

adicionamos a matriz compadsitos como beta-tricalcio-fosfato e hidroxiapatita.

Nao ha conhecimento de relatos de trabalhos cientificos semelhantes ao
trabalho apresentado. Uma limitacdo dos estudos nessa area se refere a fabricagao
da membrana de PCL, sua confeccao requer equipamentos e materiais especificos e
um alto investimento financeiro, além do conhecimento e empirismo dos
pesquisadores. Por outro lado, as pesquisas na area de biomateriais vém recebendo
cada vez mais investimentos através dos anos e grandes expectativas sao
depositadas no aprimoramento desses enxertos na busca de minimizar a incidéncia

de defeitos 6sseos de qualquer natureza.
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6 CONCLUSAO

A membrana de colageno porcino e a membrana PCL sao materiais
biocompativeis e auxiliaram a regeneragao 6ssea guiada de defeitos criticos em
calvaria de ratos, porém, a primeira apresentou maior area de tecido ésseo

neoformado.
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