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RESUMO

Com o avancgo dos estudos e da tecnologia, a odontologia vem empregando
métodos para regeneracdo 6ssea em diversas situacdes clinicas, através de
materiais biocompativeis ao organismo. Membranas coldgenas sdo uma das
alternativas para neoformacdo Ossea em defeitos que permitem esse tipo de
tratamento, como perda 6ssea decorrente de doenca inflamatéria prévia, traumas e
deformidades anatdmicas ou congénitas. Sdo membranas absorviveis que possuem
bons resultados na cicatrizagdo 6ssea comparado com membranas ndo absorviveis,
com boa estabilizagdo do coagulo presente no defeito 6sseo, no controle do
sangramento, no selamento do local anatdomico (permeabilidade seletiva). O
presente estudo teve como objetivo analisar histologicamente e histometricamente a
neoformacédo 6ssea em defeitos criados com 5 mm de didmetro em calvérias de 20
ratos machos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar), pesando entre 250 e 300 g, e
divididos em dois grupos: Grupo Controle (C) preenchido somente co coagulo
sanguineo e o Grupo ROG preenchido coagulo sanguineo e membrana colagena
absorvivel (membrana coldgena Bio-Guide®). No pdés-operatétrio de 30 dias, o
Grupo ROG apresentou maior neoformacgédo 6ssea que o Grupo C. O Grupo ROG
apresentou bastante formacdo 6ssea em varios espécimes, com formacdo 6ssea no
interior da membrana. O tratamento com membrana colagena Bio-Gide® favorece a

regeneracao 0ssea, incluindo ganho de altura e preenchimento 6sseo.

Palavras-chave: Ratos. Membranas coldgenas absorviveis. Regeneracédo 0ssea.



ABSTRACT

The advancement of studies and technology, dentistry has been using
methods for bone regeneration in various clinical situations, through biocompatible
material . Collagen membranes are alternatives for bone formation in defects that
allow this type of treatment, such as bone loss due to previous inflammatory disease,
traumas and anatomical or congenital deformities. They are absorbable membranes
that have good results in bone healing compared to non-absorbable membranes,
with good stabilization of the clot in the bone defect, in the bleeding control, in the
sealing of the anatomic site (selective permeability). The purpose of present study
was to analyze histologically and histometrically the bone formation in defects
created with 5 mm in diameter in calvaria. 20 male rats (Rattus norvegicus, albinus,
Wistar), weighing between 250 and 300 g, was divided into two groups: Group 1
(Control) using the blood clot and and Group 2 (ROG) absorbable collagen
membranes (Bio-Guide® collagen membrane). In the 30-day postoperative period,
the Group ROG presented greater bone formation than Group C. The Group ROG
presented a great bone formation in several specimens, with bone formation inside
the membrane. Bio-Gide® collagen membrane treatment favors bone regeneration,

including height gain and bone filling.

Key words: Rats. Absorbable Collagen Membranes. Bone Regeneration.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

O tecido 6sseo é o constituinte principal do esqueleto, serve de suporte para
os tecidos moles, além de proteger 6rgédos vitais (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012).
No 0sso estdo presentes vérias células que auxiliam na sua formacao, reabsorgéo e
regeneracao.

A matriz 6ssea contém um tecido conjuntivo especializado que possui células
e material extracelular calcificado (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012). Os ostedcitos
presentes no interior da matriz possuem a fungcdo de manté-la integra. Outras
células importantes no tecido 6sseo sé@o osteoblastos, que sdo capazes de produzir
a parte organica da matriz 6ssea e participar da mineralizacdo da mesma.

O tecido 6sseo esta entre os tecidos mais organizados, com o potencial de
reconstruir sua arquitetura original pelos processos de renovagédo e remodela¢éo
Ossea. Esta atividade se d& por meio da atividade de dois tipos de celulas principais,
0s osteoblastos e os osteoclastos, sendo necessario que o suprimento sanguineo
seja mantido no local (COSTA et al., 2016; VIEIRA, 1999).

Um dos maiores problemas a ser solucionado na periodontia e
implantodontia, constitui a perda 0ssea decorrente de doenca inflamatéria prévia,
traumas e deformidades anatdomicas ou congénitas (MARDAS et al., 2008). Com
isso, varios materiais sdo propostos com intuito de formar tecido 6sseo, sendo
necessario que eles sejam biologicamente compativeis com o organismo receptor,
além de auxiliarem na reabilitac&o oral do individuo.

Além dos diversos materiais, algumas técnicas também sdo propostas para
procedimentos que necessitam regenerar tecido 6sseo nos casos de alvéolos de
extracdo, defeitos horizontais e verticais de rebordo, e também em associacao ao
levantamento de seio maxilar (MCALLISTER; HAGHIGHAT, 2007).

Define-se biomaterial como qualquer material inerte que seja capaz de
interagir com um organismo vivo, € ndo induza reagfes adversas no local de
implantacdo ou mesmo sistemicamente no organismo. A utilizagdo de biomateriais
odontolégicos sobre os tecidos gengivais, mucosas e tecidos duros deve ser
realizada apds conhecer suas caracteristicas, propriedades e concentracfes
(BUGARIN Jr; GARRAFA, 2007; COSTA et al., 2016).

Na década de 50, barreiras mecénicas eram utilizadas para realizar o

selamento de um local anatémico, melhorar o reparo e promover a regeneragao



tecidual (BUSER; DAHLIN; SCHENK, 1996; COSTA, 2016). Nessa mesma €época,
Murray descobriu que se o osso fosse separado de outros tecidos, ele poderia
ocupar sua forma novamente, sendo necessario apenas trés condicbes para a
neoformacdo 6ssea: coagulo sanguineo, osteoblastos presentes e o contato com
tecido vivo. (BUSER, 2009; COSTA, 2016).

As membranas possuem a caracteristica de adequacdo aos requisitos
bioldgicos, mecanicos e de uso clinico para atuarem como barreira contra a invasao
celular indesejavel (COSTA et al.,, 2016; SERRA E SILVA et al., 2005). Esta
seletividade é possivel pela semi-permeabilidade das membranas (COSTA et al.,
2016).

A regeneracdo Ossea guiada € uma modalidade terapéutica que utiliza
membranas com finalidade propiciar neoformacéo éssea, isolando o tecido a ser
reparado dos que possuem maior capacidade proliferativa, além de promover a
manutencdo de espagco na area do defeito, facilitando a migracdo de células
osteogénicas (MCALLISTER, 2007). A técnica foi descrita inicialmente em 1959,
guando membranas oclusivas foram utilizadas na cicatrizacdo de fraturas vertebrais
em animais (HURLEY et al., 1959).

Existem dois tipos de membranas que sao utilizadas em procedimentos de
regeneracdo 6ssea: as membranas ndo absorviveis, como as membranas de
Politetrafluoretileno Expandido (ePTFE) e as membranas absorviveis de colageno,
sendo a membrana de ePTFE considerada como padrdo ouro pois apresenta como
vantagens a facilidade de ser adaptada na regido desejada, possui boa oclusividade
permitindo a passagem de nutrientes importantes que auxiliam na cicatrizagdo
0ssea, além de ser bom mantenedor de espaco para formacédo 6ssea. Porém, 0 uso
das membranas ndo absorviveis é limitado pela necessidade de segunda cirurgia
para a remogdo da membrana e a alta taxa de exposicdo da membrana,
potencialmente resultando em um desconforto para o paciente, maior custo, infec¢céo
pés-cirdrgica, e regeneracdo 6ssea possivelmente abaixo do ideal (OH et al., 2003).

Uma alternativa que vem sendo bastante utilizada na regeneragdo Ossea
guiada, sdo as membranas absorviveis de colageno. Estas sdo absorviveis, e
possuem vérias vantagens comparadas as membranas ndo-absorviveis no que diz
respeito a cicatrizacdo 6ssea. Além de ndo necessitar de uma segunda cirurgia para
sua retirada, auxilia na estabilizacdo do codgulo sanguineo, hemostasia local,

atracdo de células em direcdo a um estimulo quimico (quimiotaxia), além de



aumentar a espessura do retalho sobreposto e ndo ser imunogénica. Entretanto,
apresenta como desvantagem o tempo precoce de degradagéo.

A membrana colagena atua através da osteopromoc¢&o, que € a manutencao
dos fatores que estimulam a osteogénese e protecdo da area do defeito contra a
entrada de tecidos circundantes altamente proliferantes, e com isso a formagéao
Ossea se limita a area desejavel (COSTA et al.,, 2016; ZELLIN; LINDE, 1996). A
regeneracao 0ssea € realizada através de fatores de crescimento que irdo estimular
a proliferacdo, a diferenciagdo dessas células, a biossintese da matriz além da
formacdo de vasos sanguineos (TABA Jr et al., 2005). Dessa forma, células com
capacidade osteogénica conseguem invadir o0 espago sob a membrana e produzir
0SSO, uma vez que ocorre o estimulo de migracdo de células progenitoras
(IAMAGUTI; BRANDAO, 2007).

Uma membrana ideal apresenta como bom mantenedor de espaco, integra-se
ao tecido a medida que ocorre movimentagdo, além de passar por biodegradacéo
em tempo ideal para formacéo 6ssea necessaria, possui permeabilidade seletiva de
células indesejaveis no local (oclusividade), apenas garantindo passagem de
nutrientes necessarios para permitir um resultado favoravel da neoformacéo éssea.
Esta membrana ideal deve ainda possuir compatibilidade biolégica ao leito receptor.

As membranas de colageno sdo mecanicamente maleaveis, com boa
adaptacéo e facil de manipular, o que é benéfico para sua utilizacdo clinica. Outras
propriedades vantajosas do coldgeno incluem a funcdo hemostatica, facilitando
estabilizagdo, a semi permeabilidade (permitindo a passagem de nutrientes), natural
degradagdo enzimética, e capacidade de atrair fibroblastos (OH et al., 2003;
POSTLETHWAITE et al., 1978).

Diversas sdo as membranas absorviveis colagenas estudadas e utilizadas na
cicatrizacdo 6ssea, com resultados distintos. S&o escassos estudos na literatura
que descreveram o aspecto histomorfométrico quando utilizada a membrana

colagena na cicatrizagdo 0ssea.



2 PROPOSICAO

O proposito deste estudo foi avaliar histologicamente e histometricamente a
cicatrizacdo de defeitos Osseos de tamanho critico criados cirurgicamente em

calvaria de ratos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MODELO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 20 ratos machos (Rattus norvegicus, aLBnus, Wistar),
pesando entre 250 e 300 g (Universidade de Sdo Paulo — USP, do Biotério Central
da Faculdade de Odontologia do Campus de Bauru-SP). Os animais foram mantidos
em ambiente com ciclo de 12 horas de luz por dia e temperatura entre 22 e 24° C.
Durante todo o experimento, 0s animais consumiram racao sélida selecionada e
agua ad libitum. Eles foram aleatoriamente divididos em 2 grupos experimentais: 1)
Grupo C (Controle), 2) 2) Grupo ROG (membrana colagena Bio-Guide®,
GeistlichPharma).

3.2 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Para realizagdo de todos os procedimentos experimentais, os ratos foram
anestesiados por injecdo intramuscular de xilazina (0,02 ml/kg) e cloridrato de
quetamina (0,4 ml/kg). Apdés tricotomia e anti-sepsia da parte dorsal do cranio de
cada animal, foi realizada incisdo semi-lunar na calvéaria e deslocado um retalho de
espessura total. Um defeito de tamanho critico (DTC) de 5 mm de diametro foi criado
com uma trefina em baixa rotagdo, sob irrigagdo abundante com solugdo salina
estéril. A dura-mater foi preservada durante a craniotomia, e parte do osso removida

(osso parietal) mantendo-se a integridade do encéfalo (Figura 1).
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Figura 1 - Defeito cirurgico confeccionado na calvéaria
com preservacao da dura-mater

Uma marcacao foi feita 2 mm anterior e outra 2 mm posterior as margens do
defeito cirdrgico com broca carbide sob irrigacao continua com solugéo salina estéril
e, posteriormente, preenchidas com amalgama. Estas marca¢des foram Uteis para a
identificacdo do meio do defeito cirdrgico original durante o processamento
laboratorial e, também, para localizar as suas margens 6sseas originais durante a
andlise histométrica (MESSORA et al., 2008). (Figura 2).

Figura 2 - Marcacdes confeccionadas e preenchidas com
~ amalgama, para auxiliar no processamento histolégico
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No Grupo C, os defeitos cirurgicos foram preenchidos apenas com coagulo
sanguineo. No Grupo ROG, os defeitos foram preenchidos com cogulo sanguineo
e entdo utilizada a membana absorvivel Bio-Guide® (Geistlich Biomaterials,
Wolhusen, Suiga). O retalho foi reposicionado e suturado. Cada animal recebeu uma
injecéo intra-muscular de 24.000 unidades de Penicilina G-benzatina (Pentabidtico*

Veterinario Pequeno Porte, Fort Dodge® Saude Animal Ltda., Campinas, SP).

3.3 PROCESSAMENTO TECIDUAL

Os animais foram submetidos a eutanasia aos 30 dias pés-operatorios, com 5
mg/ml da associacdo de cloridrato de quetamina e xilazina. A area do defeito
cirdrgico original e os tecidos circunjacentes foram removidos em bloco. As pecas
foram fixadas em solugdo de formol neutro a 10%, lavadas em agua corrente e
descalcificadas em solugéo de Acido Etilenodiaminotetracético (EDTA) a 18%. ApGs
descalcificagdo, cada peca foi dividida longitudinalmente em dois blocos,
exatamente ao longo do centro do defeito cirdrgico original, usando-se as marcacoes
de améalgama como referéncia.

As pecas foram, entdo, processadas e incluidas em parafina. Foram
realizados cortes seriados longitudinais, com 6 pum de espessura, iniciados a partir
do centro do defeito cirdrgico original. Os cortes foram corados pela técnica de
Hematoxilina e Eosina (H.E.) e Tricrdmico de Masson (T.M.) para analises com

microscopia de luz.

3.4 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

As analises histoldgica e histométrica foram realizadas por apenas um
examinador, previamente calibrado e cego aos grupos experimentais.

As imagens dos cortes histolégicos foram capturadas com maquina digital
SPOT RT3 - 2540 Color Slider 2.0Mp (SPOT ImagingSolutions, Diagnostic
Instruments, Inc., Sterling Heights, EUA) acoplada ao microscopio Olympus BX50
(Olympus Corporation, Hamburg, Alemanha), com um aumento de 2x e salvas em
um computador. Trés imagens foram unidas para compor a imagem da calvéria do

animal, tomando como ponto de referéncia estruturas anatomicas em cada corte
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histolégico. A andlise histométrica foi realizada com o auxilio do “software” ImageLab
2000 (Diracon Bio Informatica Ltda., Vargem Grande do Sul, SP, Brasil).

Foram selecionados para as analises histologica e histométrica, trés cortes
histolégicos, representando a area central do defeito cirdrgico original. Medidas
linear e de area de formacado 6ssea foram realizadas.

Apbs delimitacdo da &area (em mm?) do defeito originalmente criado,
correspondendo & Area Total (AT), a area de osso neoformado (AON) no interior de
AT foi determinada, e calculada como uma porcentagem de AT (ALMEIDA et al.,
2014; GARCIA, 2013; MELO et al., 2005; MESSORA et al., 2008) (Figura 3).

Medidas de extensdo linear do defeito cirargico criado (ELD), tendo como
limites as extremidades delimitadas para a medida de AT, e medidas de extenséo de
novo osso formado (ENO) foram realizadas e expressas em mm, e assim calculada

a extenséo linear de osso (ELO) como proporgao de ELD (Figura 4).

Figura 3 - Determinacdo de AON em relacao a ATD (%)
aa ATD

ELD
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4 RESULTADOS

Durante o processo laboratorial foram perdidos 1 espécime do grupo C

(controle) e 2 do grupo ROG (regeneracéo 0ssea guiada).

4.1 ANALISE HISTOLOGICA QUALITATIVA

Nao foi constatado presenca de infiltrado inflamatério acentuado nos dois
grupos estudados. Em extensdes variaveis ocorreu a formag&o 6ssea em direcdo ao
centro do defeito 6sseo nos dois grupos, sem que houvesse formacdo Ossea
completa nesses grupos além de ndo haver restabelecimento por completo da
espessura original da calvéria.

No grupo C notou-se a presenca de pouca formacao 6ssea e matriz ostedide ,
tecido conjuntivo frouxo com fibras colagenas em direcdo paralelas cobrindo o

defeito criado. (Figuras 5 e 6)

Figura 5 - Fotomicrografia do grupo C. Visdo panoramica do defeito cirurgico. 4x,
HE. Extensdo de osso neoformado apenas nas extremidades do
defeito cirurgico original. Nao ocorre a manutencdo da espessura da
calvéria
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Figura 6 — Fotomicrografia do Grupo C.
Extremidade do defeito 6sseo
criado originalmente (setas) com
pouca neoformacédo 6ssea junto a
margem defeito e varios ostedcitos.
20x, HE
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No grupo em que foi utilizado a membrana coladgena (Grupo ROG) observou
neoformacdo Ossea em direcdo ao centro do defeito criado e houve fechamento
completo em extensdo em um dos espécimes. O tecido conjuntivo apresentava
fibras colagenas paralelas e organizadas e a membrana com areas de mineralizagédo

em variadas extensfes com formacgé&o de tecido ostedide (Figura 7).

Figura 7 - Fotomicrografia do Grupo ROG

Legenda: Neoformacdo de matriz ostedide (*) no interior da estrutura da membrana
colagena (seta)

Em um dos espécimes houve formacdo Ossea em toda a espessura da
calvéria, e em algumas &reas apresentou formagédo 6ssea ,em espessura, além dos

limites da calvéria original e na regido de membrana sobre o tecido ésseo. Em varios
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espécimes foi encontrada formacdo de novo 0sso no interior da membrana, na

regido central do defeito cirdrgico.

Figura 8 - Fotomicrografia do grupo ROG. Formacdo 6ssea na regiao
Central (seta) do defeito cirlrgico. Resquicios da membrana também
estdo presentes (*), e ndo ocorreu restabelecimento completo da
espessura da calvaria. x. HE

Figura 9 - Fotomicrografia do grupo ROG. Regido da membrana mineralizada, com
formacao 6ssea além dos limites originais da calvéria (A). Formacgdao de tecido 6sseo
e matriz ostedide estendendo-se em dire¢cdo ao centro do defeito cirurgico (B), 10x.
T.M
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4.2 ANALISE HISTOMETRICA E ESTATISTICA

As Tabelas 1 e 2 representam a analise estatistica descritiva dos valores de
AON e ELO, respectivamente. Os dados foram submetidos ao teste de normalidade
(Teste de Shapiro-Wilk) e considerados normais. Assim, utilizou-se o Teste t, e
foram observadas maiores médias da AON e ELO no grupo ROG. As diferencas

foram consideradas estatisticamente estatisticas entre os grupos (p<0,05).

Tabela 1 - Média, desvio-padrao, Q25, mediana e Q75 dos valores de area

de osso neoformado em % (AON)

Grupo N Média Desvio padrao Q25 Mediana Q75
C 9 9,96 4,49 6,64 9,52 14,32
ROG 8 47,43 15,73 35,6 39,26 63,74

Tabela 2 - Analise estatistica descritiva de ELO (% em relacdo a AT). Média,

desvio-padrao, Q25, mediana, Q75

Grupo N Média Desvio Q25 Mediana Q75
padréo
C 9 16,00 9,86 9,34 12,50 20,55

ROG 8 81,41 12,17 71,47 81,90 90,4
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5 DISCUSSAO

O grupo que utilizou regeneracdo Ossea guiada (Grupo ROG) obteve
melhores resultados em formacgéo éssea, em area e extensao de 0sso, comparado
com o Grupo Controle (C). A analise histolégica é considerada o padrdo-ouro para a
avaliacdo em regeneragdo Ossea. Devido a dificuldade de se obter materiais
histolégicos humanos, estudo em animais tem a vantagem de possuir defeitos
padronizados para regeneracdo 6ssea guiada (DAHLIN et al., 1988, DAHLIN et al.,
1990; HAMMERLE et al., 1992; LINDE et al SANDBERG et al., 1993; SCHENK et
al., 1994; ZELLIN et al., 1995).

Nos defeitos tratados com membrana de coldgeno, observou-se um volume
consideravel de osso novo a partir das margens oOsseas do defeito ( KIM et al.,
2014).

Apesar de se saber que os defeitos de calvéria sdo considerados defeitos
ausentes de paredes 0sseas em todo o seu redor e que células osteoprogenitoras
estdo presentes apenas na porcdo mais periférica dos defeitos, em um dos
espécimes foi possivel um grande volume de formacdo 6ssea com a utilizacao de
membrana colagena (Bio-Guide®).

A utilizacdo de membranas de colageno é eficiente nos processos onde é
necessario o uso de regeneragdo guiada, impedindo que os tecidos ao redor
invadam o defeito 6sseo e atrasem ou interrompam a consolidacdo do defeito
(JUNIOR et al., 2010; MCALLISTER, 2007 ).

O experimento mostrou que nos animais onde foi colocada a membrana havia
uma quantidade maior de tecido 6sseo que nos animais que ndo receberam a
membrana (JUNIOR et al., 2010), no grupo Controle.

As membranas colagenas além de biodegradaveis, tém a fungcéo de barreira
por um periodo variavel, assim como a manutencdo do codgulo sanguineo. A
membrana sendo oclusiva em todo o defeito 6sseo impede a entrada de tecido
fibroso no defeito, na chegada e proliferacdo de células osteoprogenitoras que se
diferenciardo em varios tipos de células, como as osteoblasticas, na regulagéo e
diferenciac@o dessas células, se integrarem ao tecido formado.Com a membrana de
colageno, a degradagéo pode comecar cedo entre 4-28 dias apds a sua colocacao
(ZHAO et al., 2000; OWENS & YUKNA 2001). Entretanto, no presente estudo, foi
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observado que mesmo ap6s 4 semanas havia remanescentes da membrana, além
de tecido ésseo no interior da membrana.

A formacdo Ossea pode ser afetada pela biocompatibilidade e estabilidade
mecanica da membrana de barreira usada. Além disso, a extensdo e a taxa de
degradagdo podem influenciar o crescimento ésseo alterando a estabilidade
mecéanica e a biocompatibilidade das membranas utilizadas. No presente estudo,
novo osso foi formado no interior da membrana, mesmo sem formacdo dssea
completa no interior do defeito, o que provavelmente aumentou a fungéo de barreira
da membrana coladgena utilizada. Estes achados divergem em parte de Zhao et al.
2000, que relataram dissolugéo precoce da membrana Bio-Gide, quando utilizada no
dorso de ratos. A estabilizagdo da membrana ou o ambiente em que foi utilizada

podem ter influenciado os resultados distintos®.
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6 CONCLUSAO

Dentro dos limites do presente estudo, pode ser concluido que o tratamento com
membranas de colageno Bio-Gide® favorece a regeneragdo 6ssea, incluindo ganho

de altura 6ssea e preenchimento 6sseo.
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