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RESUMO

Este trabalho verificou a capacidade de wma membrana de coldgeno,
associada ao extrato etanolico de propolis (EEP) a 10 %, em impedir a entrada de
tecidos moles em falhas Osseas criados nas fibulas de ratos albinos Wistar, com
idade média de 50 dias e peso médio de 175 gramas. As falhas dsseas foram criadas
na diafise das fibulas esquerdas e direitas através da retirada de um fragmento de 3,0
a 3,5 mm de comprimento, na regifio de transi¢do entre os tergos proximal e médio.
A membrana embebida em 15 pl de EEP a 10 % foi adaptada no local do defeito das
fibulas esquerdas de 20 animais, enquanto que as fibulas direitas permaneciam sem
membrana, servindo portanto, para observar a taxa de regeneragio espontinea do
osso. Ainda como controle, em 20 animais adaptou-se no defeito 4sseo, a membrana
embebida em 15 pl de etanol a 80 % e nos outros 20 animais, a membrana embebida
15 ul de solugfio fisioldgica. Fez-se a dosagem da fosfatase alcalina no soro dos
animais, uma vez que esta enzima enconira-se relacionada com o processo de
consolida¢do de fraturas.

Os animais foram sacrificados 14 e 28 dias apds a cirurgia; seus membros
posteriores esquerdo e direito removidos; radiografades; e as fibulas dissecadas e
processadas para a analise histoldgica. Os cortes foram feitos em sentido
longitudinal ¢ corados em H.E. O sangue para se dosar a fosfatase alcalina foi
coletado no momento do sacrificio.

Os resultados mostraram que a taxa de regeneragfo do osso foi pequena, ndo
havendo diferencas significativas entre as fibulas direitas (controle) e as esquerdas
(implante de membrana). A membrana mostrou-se bastante eficiente em evitar a
entrada de tecidos moles, especialmente tecido muscular, no interior do defeito
Osseo, quando embebida em EEP a 10 % ¢ em solugéo fisioldgica. Porém, embebida
em alcool a 80 %, ndo foi eficiente em impedir a invasdo do defeito dsseo pelos

tecidos circunjacentes. Observou-se pouca formacio de cartilagem na é4rea da
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fratura, contrariamente ao que geralmente ocorre na consolidacdo de fraturas de 0sso
longos. A fosfatase alcalina mostrou-se elevada nas fases iniciais, decrescendo 3
medida que o processo de regeneragiio se processa.

Pode ser constatado que a membrana de colégeno, quando associada ao EEP
a 10 %, foi eficiente em impedir que tecidos moles circunjacentes invadissem o
defeito 6sseo. Entretanto, a utilizagdo desta membrana parece retardar o processo de

consolidac#o.

Palavras-chave: propolis; regeneragdo tecidual guiada; ossos longos; membranas

bioabsorviveis; fosfatase alcalina.
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ABSTRACT

A collagen membrane associated to 10% propolis ethanolic extract (PEE) was
evaluated in its ability to prevent the penetration of soft tissues into bone defects
made in albino Wistar rats with an average age of 50 days and weighing around 175
grams. The osseous defects were made in the diaphysis of the left and right fibulae
by removing a 3.0 by 3.5 mm long fragment from the transitional region between the
proximal and medium thirds. Soaked in 15 ul of 10% PEE, the membrane was
applied to the defect of the left fibulae of 20 animals, while the right fibulae
remained without a membrane in order to provide a site for the observation of the
rate of bone spontaneous repair. Still as control, 20 animals had the osseous defects
covered by a collagen membrane soaked in 15u1 of 80% ethanol, while a collagen
membrane soaked in 15 ul of saline was used in the fibula defects of other 20
animals. The serum alkaline phosphatase was titrated in the animals, once that
enzyme is related to the process of bone repair.

The animals were sacrificed in 14 and 28 days after the surgery; their left and
right hind limbs were removed and x-rayed, and the fibulas were dissected and
histologically processed. Cut longitudinally, the sections were stained by H.E.
Blood was collected at the time of sacrifice for the titration of alkaline phosphatase.

The results showed a low rate of bone repair without any significant differences
between the right (control) and left (membrane implant) fibulae. When soaked in
10% PEE, the membrane was very efficient in preventing the penetration of soft
tissues, especially muscular tissue, into the osseous defect; however, when soaked in
80% ethanol, it was not efficient in preventing the invasion of the defect by the
surrounding tissues. Cartilage formation was small in the fracture area, in opposition
to what generally occurs in the repair of long bones. Alkaline phosphatase was high

in the initial stages, decreasing as the regeneration process continued.
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When associated to 10% PEE, the collagen membrane was efficient in preventing

the surrounding soft tissues to invade the osseous defect, However, the use of such a

membrane seems to slow the repair process.

Key-words: propolis; guided tissue regeneration; bioresorbable membranes;
regeneration of long bones; alkaline phosphatase.
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INTRODUCAO

A regeneracdo Ossea € um assunto extremamente importante e bastante estudado.
Muitos avangos tém surgido na compreensdo do reparo deste fecido através de
experimentos utilizando animais, que tém esclarecido muitos aspectos do processo
bioldgico e permitem testar materiais ou substincias que possam interferir positivamente
ou ndo neste processo. Na regeneracdo do tecido dsseo, muito importante é o estudo das
condi¢des em que existe perda oOssea, situacfo bastante comum no organismo humano
decorrente de traumas, tumores ou infecgdes. Embora existam vérios materiais para a
reposicdo do 0sso, (como osso de origem bovina ou hidroxiapatita), enxertos 6sseos
autdgenos sdo os mais utilizados, pois o material € colhido do prépro paciente
(AXHAUSEN, 1956; BULCHOLZ, R.W. et al,, 1987; HULTH, 1989; AABOE et al. ,
1995).

Estudos em que sdo provocados defeitos dsseos ou fraturas com perda ossea em
fibulas de ratos ndo sdo freqiientes, talvez pelo fato deste osso ndo suportar diretamente o
peso do animal uma vez que estd articulada diretamente com a tibia, recaindo todo o peso
do animal neste osso. Porém ac¢des musculares sdo exercidas sobre a fibula e ela fornece
um modelo bastante satisfatorio, pois defeitos de grandes dimensSes, normalmente nio
sofrem reparo espontineo, devido a interposicio de tecido mole, principalmente tecido
muscular, entre os cotos da fratura (CHAKKALAKAL, et al., 1999).

Para se tentar solucionar este problema, iniciou-se as terapias de regeneracéo
tecidual guiada (GTR - guided tissue regeneration) ou a chamada regeneracfio Ossea
guiada (GBR - guided bone regeneration). O principio de GTR usando membranas de
barreira, fo1 inicialmente desenvolvido para a cirurgia periodontal. Através do uso de uma
barreira mecéanica inerte colocada entre a superficie radicular e o flap mucogengival,
células dsseas, tecido conectivo gengival e células epiteliais gengivais sfio impedidas de

invadir a area de cicatrizagdo. Em contraste, permite-se que células do ligamento
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periodontal repopulem a superficie radicular em dire¢do coronal levando ao

desenvolvimento de uma nova aderéncia.

A GTR, devido as suas propriedades, tem sido uma técnica muito utilizada no
tratamento de defeitos dsseos. O primeiro estudo foi realizado em 1957 por MURRAY,
que cobriu defeitos em fémur e fleo de cachorros com um material plastico. Hoje, varias
membranas s3o utilizadas para a GTR, destacando-se uma barreira nfo-reabsorvivel
constituida de politetrafluoretileno expandido (e-EPTF ou Gore-Tex), material quimica e
biologicamente inerte e capaz de resistir a ataques enzimaticos e mucrobioldgicos
(BECMEUR et al. 1990). De grande interesse, sdo as membranas biodegradaveis, pois
evita-se¢ um estagio cirtrgico posterior para a remo¢do da membrana. Dentre estas
membranas, destacam-se as constituidas de poliglactina 910 (Vicryl) e as membranas de
colageno, materiais degradados lentamente e, aparentemente, sem causar reagdes
teciduais agressivas (CONN et al, 1974; FLEISHER et al., 1988; MAURER &
McDONALD, 1985; BECKER, et al., 1992; AABOE et al. 1995).

Especialmente nas ultimas décadas, tem havido um interesse cada vez maior em se
utiizar produtos natorais (MAGRO FILHO et al, 1987, MAGRO-FILHO &
CARVALHO, 1990; MAGRO-FILHO & CARVALHO, 1994; YAN et al, 1994;
HUANG & YOU, 1997), pois estes se caracterizam por diversas atividades, destacando-
se agldes antiinflamatoria, antibidtica, antipirética, analgésica, cicatrizante etc.
(BANKOVA et al, 1983; HAVSTEEN, 1983; GREENAWAYN et al, 1990,
DOBROWDSKI et al., 1991; MARCUCCI, 1995, MIZOERVA & CALDER, 1996).

Dentre estes produtos, a propolis tem se destacado por suas propriedades
terapéuticas e um provavel potencial no processo de aceleragdo do reparo de tecido
cartilaginoso (SCHELLER et al., 1977) ou do reparo de tecido ésseo (STOJKO et al,,
1978,
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Prépolis ¢ o nome genérico de uma substdncia resinosa coletada pelas abelhas da
espécie Apis millifera de vérias partes de uma planta (botdes, flores, brotos) ¢ que
posteriormente, sofre alteragdes pela adigdo de substdncias oriundas das proprias abelhas
(GHISALBERTI, 1979).

A palavra propolis € derivada de pro = em defesa e polis = cidade, atuando como
um meio de protecdo para a colméia, selando suas paredes e atuando como um meio
embalsamador de pequenos insetos capturados pelas abelhas, para evitar que sejam

decompostos.

Varios trabalhos tém mostrado os compostos ativos encontrados na propolis.
Dentre estes, destacam-se os compostos fendlicos, especialmente os flavondides, que tém
sido considerados como as substincias mais ativas da propolis (SCHELLER et al., 1977,
BANKOVA et al., 1983; HAUSTEEN, 1983; PARK et al., 1995; PARK et al.; 1997,
KOO & PARK, 1997). Porém, sua composi¢io ¢ bastante variavel e depende muito da
regidio onde as abelhas sdo encontradas (TATEFUJI et al., 1996). Conseqiientemente, suas
atividades bioldgicas variam de acordo com a regiio geografica onde a propolis foi
coletada.

Este trabalho ird avaliar o potencial de uma membrana de colageno obtida
comercialmente em isolar tecidos moles que estejam circunjacentes a defeitos Osseos
criados em fibulas de ratos, estando a membrana associada a propolis, em decorréncia das

varias propriedades terap€uticas apresentada por esta substincia.
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PROPOSICAO

O objetivo do presente trabaltho foi verificar a capacidade de uma membrana
de coldgeno, associada a extrato etanodlico de prépolis (EEP) a 10%, em isolar
defeitos Osseos criados cirurgicamente em fibulas de ratos, dos tecidos moles
circunjacentes, especialmente tecido muscular, Esta avaliagdo se deu através de
estudos radiograficos, bioquimicos e histologicos. Buscou-se observar também se
existiu ativagfio ou retardo no processo de consolidaco Ossea, ou se ndo houve

nenhuma influéncia sobre esta resposta biologica.
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REVISAQO DA LITERATURA

Esta revisdo serd apresentada referindo-se & composigdo e aplicagbes da
propolis, seguido por relatos quanto aos mecanismos envolvidos nas fases da
consolidagdo de uma fratura e finalmente o tratamento de defeitos 6sseos com
associacdo de algum material que possa ser utilizado na reposigio do osso ou

interferir no processo de regeneragio.

Prépolis

A composigio quimica da propolis e seus efeitos antibidtico e antimicoticos,
tém sido comprovados por véarios autores. SCHELLER et al. (1977), analisaram
algumas das propriedades fisico-quimicas da propolis, observando nesta
investigacdo, que os flavonodides sdo os compostos prevalentes. O mecanismo de
acdo da propolis nos microrganismos € extremamente complexo e nfo se pode fazer
nenhuma analogia a0 mecanismo de acgdo de outros antibidticos. O teste da agdo
antibiética de cada fracdo da propolis separadamente, ndo inibiu o crescimento de
estafilococos porém, quando todos os seus componentes foram associados,
realizaram sua atividade primdria. Esses resultados indicam que a acgdo
antibacteriana da propolis ndo ¢ devida a agdo de wma substincia em particular mas
o resultado da acgSio complexa de varios dos seus componentes. Estes autores
avaliaram também a influéncia do pH na atividade da propolis, constatando que a
alcalinizagdo do meio inibe suas atividades antibacterianas. Estas atividades sdo

mantidas somente em pH neutro ou acido.

No mesmo ano, os autores analisaram também a acdo do EEP a 3% em

células cultivadas in vitro com finalidade de testar sua capacidade de regeneracfo.
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Foi utilizada uma cultura de células embriondrias mononucleares, usando-se um
meio com EEP a 3% e um meio controle contendo solugdo salina. Anahsado o
nimero de mitoses, constatou-se que no meio contendo o EEP a 3% houve um
aumento nitido no numero de células (mitoses) quando comparado com o meio
controle. Uma forte ativagdo de enzimas do ciclo de KREBS (NADH?: redutase) foi
também demonstrada no grupo contendo o EEP a 3%. Os autores sugerem que o

EEP a 3% intensificou o0 metabolismo celular.

Ainda em 1977, SCHELLER et al., investigaram a influéncia do EEP na
regeneragdo do tecido cartilaginoso de articulagdes. Foram utilizados cachorros "sem
raca defimida” nos quais se realizava cirurgias para remog¢do de uma parte da
cartilagem articular da cabeca do fémur e do acetdbulo e colocava-se nestes locais
uma pomada contendo EEP a 3%. Entdo reposicionava-se as partes moles e o0s
membros eram imobilizados por trés semanas. Apos seis semanas da cirurgia, oS
animais foram sacrificados para investigacles radiologicas e histologicas. Foi
observado através das radiografias o aparecimento de uma sombra formada nas
regides onde ocorreu a perda da cartilagem, sendo estas "sombras" mais visiveis no
grupo tratado com o EEP a 3%. Histologicamente, o grupo experimental mostrou a
presenga de fibrocartilagem com caracteristicas de tramsicdo entre tecido
ligamentoso ¢ cartilaginoso, caracterizando uma estrutura histoldgica de nova

cartilagem articular.

Em 1978, SCHELLER et al. analisaram os efeitos do EEP na polpa dental.
Para isso, foram abertos 48 dentes de 2 cachorros, sob efeito de anestesia geral, com
a finalidade de que houvesse exposi¢io pulpar e, entfio, a polpa era traumatizada
mecanicamente. Os animais foram sacrificados 7 e 28 dias apds a cirurgia. Os

autores observaram que a aplicagfio do EEP levou a uma regressdo do processo
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inflamatério e causou mudancas no desenvolvimento da polpa, estimulando ainda a
formagfo de pontes de colageno e de dentina fibrosa. O EEP também apresentou um

efeito positivo no aspecto morfoldgico das células formadoras de dentina.

Também em 1978, STOJKO et al., observaram a agdo do EEP na regeneracio
de tecido 0sseo, utilizando 20 cachorros da raca "Beagle”. Trés cavidades foram
realizadas na parte média do osso radio direito dos animais, ocorrendo sempre
comunicacdo com a cavidade medular, distanciando-se as aberturas, 1 ¢cm uma da
outra. As aberturas foram preenchidas com uma pomada contendo ou nfio extrato
etandlico de propolis a 3%, com uma determinada atividade antibacteriana. Os
efeitos do Extrato etandlico de propolis na osteogénese foram verificados
radiograficamente em intervalos de duas semanas. Os resultados obtidos mostram
claramente que o extrato etandlico de propolis tem um efeito acelerador na
osteogénese. Duas semanas apds a cirurgia, as aberturas que continham o extrato
etanolico de prépolis a 3% apresentavam-se cicatrizadas enquanto que nas aberturas
que ndo continham ¢ extrato, um novo tecido dsseo "radiografico” foi visualizado
somente quatro semanas apos a cirurgia. Os autores sugerem que esta formacfo

Ossea acelerada ocorre devido a uma estimulagdo do metabolismo tecidual.

BANKOVA et al. (1983), estudaram os flavondides da propolis, pois apesar
de ela ter uma composicdo bastante complexa (acidos graxos, compostos fendlicos ¢
seus ¢steres, aldeidos e 4lcoois aromaticos, sesquiterpenos e naftalenos) as
atividades fisiologicas atmbuidas & propolis se deve, em grande parte, aos
flavonéides. Dentre estas atividades destacam-se os efeitos antibacterianos e
antifgngicos, uma acdo anestésica local, acfo espasmolitica, atividade anti-

inflamaténa e agdo anti-ulcera.
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Também em 1983, HAVSTEEN revisou ¢ estabeleceu consideragdes sobre
os flavonoides, destacando-os como uma classe de substincias com alto potencial
farmacologico ¢ encontrado em grande quantidade na propolis. Os flavonoides séo
encontrados naturalmente em plantas que quando ingeridas, influenciam o nosso
organismo. Eles ocomrem como aglicanas, glicosideos e derivados metilados. Das
varias agOes realizadas pelos flavonodides, destaca-se sua atividade anti-inflamatoria,
atuando na sintese de prostaglandinas, tromboxanos ou leucotrienos, através das
prostaglandinas cicloxigenases ou lipoxigenases, diminuindo a dor no local e
normalizando a temperatura corporal nos casos de febre. Os flavondides também
atuam na hidroxilacdo da prolina, isto ¢, na sintese de colageno. Embora os efeitos
dos flavonéides sdio mais visiveis nas reacles mflamatonias, ¢les atuam também na
diabetes melitus, em reacles alérgicas, neoplasias malignas, viroses e outros

distarbios que podem afetar os organismos vivos.

KYRIAKIDIS et al. (1986), examinaram os efeitos de varios flavondides na
atividade da enzima fosforilase cinase de musculos esqueléticos de coelhos. Esta
enzima esta intimamente envolvida na regulacdo do metabolismo do glicogénio. De
14 flavonoides testados, a quercetina e a fesetina foram eficientes inibidores,
enquanto a herpecetina estimulou a atividade da enzima. A eficiéncia da quercetina
em inibir a atividade das cinases ¢ bastante alta quando a enzima ¢ estimulada pelo
etanol on quando encontra-se em pH alcalino. Este tipo de avaliagdo foi realizada
examinar a acgio dos bioflavonoéides atuando como ferramentas na identificacéo e

caracterizacdo bioquimica dos locais ou sitios cataliticos destas cinases.

MAGRO FILHO et al. (1987), analisaram uma pomada constituida por
confrei, mel ¢ propolis. O confrei atua como cicatrizante, a propolis como

bactericida, agindo confra microrganismos Gram positivos ¢ alguns Gram negativos;
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¢ o mel, além de bactericida, agiria como nutriente. Os autores utilizaram 42 ratos da
raga Wistar, que foram submetidos & divulsdo dos espagos subcutineos no dorso ¢
abdome, onde foram implantados tubos de polietileno (dois no dorso e um no ventre)
sem ¢ com o medicamento (pomada contendo 90% em partes iguais das trés
substincias ¢ 10% de vaselina ¢ lanolina). Os tubos foram analisados 2, 35, 10,20, 30,
40 e 60 dias apds a cirurgia. Os resultados indicaram que a pomada de confrei, mel e
propolis acelerou a neoformagfio conjuntiva até os 10 primeiros dias pds-operatorios
ocorrendo baixa infiltracdo de neutréfilos, histiocitos e células mononucleares. Os
autores sugerem que este tipo de medicamento ¢ uma alternativa para ser aplicada

em feridas superficiais.

Em 1990, MAGRO-FILHO & CARVALHO, examinaram histologicamente
os efeitos da aplicagiio topica da propolis em alvéolos dentais ¢ em feridas cutdneas,
Uma solugfo hidro-alcodlica de propolis a 10% ou uma solugdo hidro-alcodlica sem
propolis, foram aplicadas em feridas cutineas e em alvéolos dentais apds exodontia.
Os ratos foram sacrificados 3, 6, 9, 15, 21 dias apds a realizagdo da cirurgia. Os
autores concluiram que a aplicagdio topica da solugdo hidro-alcodlica de propolis a
10% acelerou o reparo epitelial depois que se realizou a exodontia, porém nfo

mostrou resultados significativos em relagfio 3 cicatrizacio do alvéclo dental.

DOBROWDSKI et al. (1991), testaram a a¢fio antibactericida, antifingica,
anti-inflamatoria e antipirética da propolis e do pélen. Os autores utilizaram duas
formulas para a administracdo da propolis ¢ uma para a administracdo do pélen. Na
acdo antibacteriana, as duas formula¢Ges contendo propolis mostraram alguma
atividade, especialmente contra microrganismos Gram positivos, mostrando também
alguma atividade antifingica. Quanto a acfo anti-inflamatoria, as formulagdes

contendo prépolis mostraram acio que variou de moderada a intensa em processos
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de artrite induzida por formoldeido ¢ edema induzido por PGE2, na pata dos
animais, O efeito méximo contra a PGE2 foi visivel 4 horas apds a realizagio do
teste. Embora tenham demonstrado boa atividade anti-inflamatéria, as formulagdes
ndo demonstraram uma atividade antipirética significativa. Estudos bioquimicos para
dosar a quantidade de fosfatase alcalina também foram realizados e os autores
concluiram que o nivel da enzima permaneceu inalterado quanto se administrou as

formulagdes que continham a propolis.

Para analisar os efeitos de um rinse bucal contendo propolis no reparo de
feridas cirtirgicas apos sulcoplastias, MAGRO FILHO & CARVALHO (1994),
utilizaram 27 pacientes divididos em trés grupos: grupo 1 (sem enxaguatdrio), grupo
2 (enxaguatorio contendo solugdo alcodlica sem propolis) € grupo 3 ( enxaguatdrio
contendo solucdo alcodlica de propolis a 5%). Em tomo de 7 a 14 dias apds a
cirurgia, comegaram a aparecer diferencas significativas no processo de cicatrizagdo.
Em relacdo a inflamacdo, decorridos 7 dias, os grupos 1 e 2 mostraram infiltrado
peutrofilico intenso, enquanto o grupo 3 mostrou um infiltrado
histiolinfoplasmocitario e consequentemente, uma reagio mais branda. 14 dias apés
a cirurgia, o grupo 3 mostrou reagdo inflamatoria moderada, leve ou ausente,
enquanto que 0s outros dois grupos ainda apresentavam intensa atividade
inflamatoria. Estas observac¢Oes confirmam a ag@o anti-inflamatdria da proépolis,
clinicamente caracterizada por uma aceleragdo da epitelizagio. Quanto a dor,
decorridos 7 dias da cirurgia, os grupos 1 e 2 apresentaram dor intensa, moderada ou
ausente, enquanto que no grupo 3, a dor foi moderada ou ndo existiu. Estes

resultados sugerem uma acfo analgésica da propolis.

IVANOVSKA et al. (1995), estudaram os derivados da propolis soliveis em

agua apos administragdo por diferentes vias em camundongos. Para provocar um
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edema na pata dos anmimais, foi injetado zimozan por via intravenosa ou
intraperitoneal. Os autores observaram que ocorria um rapido aumento na atividade
do sisterna complemento na primeira hora apés a administracdo do zimozan ¢, em
seguida, a atividade do sistema se reduzia de tal forma que 24 horas apos a indugéo
do edema, tudo estava normalizado. Isto sugere que 0s compostos hidrosoliveis da

propolis sdo ativos somente no inicio das reagdes alérgicas ou inflamatdrias.

MARCUCCI (1995), descreve que a propolis ¢ uma substincia de
composi¢do bastante complexa e com claras atividades terapéuticas e
farmacologicas, destacando-se agdes contra protozoarios, antibacteriana, antiviral,
antifingica, ¢ atividade citotoxica (efeito anti-tumor). QOutros efeitos incluiriam
estimulo na regeneracéo de tecido cartilaginoso, tecido dsseo, polpa dental e ainda
efeitos anestésico, hepatoprotetor e aumento da populagio do sistema imune. E
evidente que, embora possa atuar em varias disfungdes, ndo atua em todas a0 mesmo
tempo. O grande problema € a sua composi¢io, que varia de acordo com a flora da

regido, o tempo de coleta e substincias que possam contaminar a propolis.

A composi¢do quimica da propolis € bastante complexa, contendo mais de
160 componentes, principalmente compostos fenodlicos, sendo que a maioria destes
pertencem a trés grupos: flavondides aglicanas, acidos fenolicos e ésteres fendlicos.
PARK et al. (1995), analisaram ¢ selecionaram métodos de analise da propolis de
diversas regides do Brasil, determinando sua qualidade em relagdo ao teor de
flavonodides. Os dados obtidos demonstraram uma grande varia¢do na concentracdo
de flavondides aglicanas de acordo com a origem da amostra e consequentemente,

de acordo com a flora da regifo.
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TATEFUIJI et al. (1996), isolaram e identificaram os componentes da propolis
de uma regifo brasileira e avaliaram o seu efeito na estimulagdo da mobilidade e
difusdo dos macréfagos uma vez que isto € fase preliminar que antecede a infiltragio
macrofagica nos tecidos afetados por injuria ou infec¢dio. S50 as primeiras células
recrutadas ¢ apresentam-se como a primeira linha de defesa dos tecidos. Foram
isolados 6 compostos sendo todos fendlicos, 0s quais estimularam visivelmente, a
difusio e mobilidade macrofagica, podendo-se sugerir um efeito imunomodulador
para a propolis. Além disso, alguns de seus componentes impediam a liberagdo de
histamina pelos mastocitos. Estes resultados contribuem para assegurar que a

propolis apresenta uma boa atividade anti-inflamatoéria.

Também em 1996, VOLPERT & ELSTNER analisaram a acio de extratos de
propolis em leucocitos ¢ algumas enzimas como lipoxigenase, NADPH oxidase e
micloperoxidase. Observaram que somente em altas concentragles os extratos de
propolis estimularam as enzimas analisadas ¢ consequentemente, apresentaram
atividade anti-inflamatéria. Esta a¢f80 anti-inflamatéria ocorreu principalmente,
devido a capacidade dos componentes dos extratos de propolis de se ligarem a
radicais livres liberados na inflamacfio, tais como os superdxidos produzidos pelas
NADPH oxidases.

Para investigar o possivel mecanismo de agdio da propolis, MIZOERVA &
CALDER (1996), realizaram um estudo levando em conta trés consideragdes: os
efeitos dos componentes da propolis na producdo de eiconasdides por macrofagos
peritoneais de rafos in vitro; os efeitos dos mesmos componentes na producdo de
eiconasdides durante inflamacdo aguda in vivo; e os efeitos da dieta com propolis no
metabolismo do acido araquidonico. O extrato etanolico de propolis suprimiu a

produgio de prostaglandinas e leucotrienos pelos macréfagos peritoneais in vitro ¢
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durante inflamagdo induzida por zimozan, in vivo. A dieta com propolis suprimiu
significativamente a formagfio das lipoxigenases envolvidas no metabolismo do
acido aracdbnico, in vivo. Dos componentes analisados, o acido cafeico foi o

modulador mais potente envolvido no metabolismo do 4cido aracddnico.

Em 1997, PARK et al. investigaram os flavonoides aglicanas da propolis das
regides Sul e Sudeste do Brasil e examinaram sua atividade antibacteriana contra
estafilococos aureus. Quarenta e seis amostras foram coletadas para analise quanto a
concentracgdo total de flavonoides. A qualidade dos flavondides foram diferentes nas
regides Sul e Sudeste, sugerindo diferencas nas floras das regides. Os extratos
etanodlicos de propolis da regidio Sul mostraram 7 flavonéides enquanto que na regido
Sudeste, 9 flavonodides foram isolados. Quanto a sensibilidade do estafilococos
aureus, ndo houveram diferencas significativas nos diferentes extratos; os dois

demonstraram atividade em inibir o crescimento bacteriano.

Em 1997, KOO & PARK investigaram a qualidade ¢ a quantidade de
flavondides aghicanas na propolis coletada em diferentes variedades de abelhas.
Dependendo do tipo de abelha, a coleta do polen ¢ feita em diferentes plantas,
podendo-se afirmar que as diferencas quimicas existentes entre os varios tipos de
propolis ndo se deve somente a flora de uma regido mas também ao tipo de abetha

envolvida.

BANSKOTA et al. (1998), avaliaram a qualidade da prdpolis coletada em
diferentes partes de Brasil. Todos os compostos isolados foram testados contra
fibrosarcoma ¢ carcinoma de colon. Os componentes da propolis mostraram forte

atividade citotdxica em relagfio aos tumores analisados. Os resultados indicam que a
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atividade anti-cancer da propolis brasileira € primariamente devido aos compostos

fenodlicos, dentre eles os flavondides aglicanas.

BURDOCK (1999), revisou as propriedades biologicas e a toxicidade da
propolis observando que ela € uma resina com grande nimero de compostos sendo o
grupo predominante os flavonodides aglicanas, que sdo encontrados em uma grande
quantidade de plantas. Qutros componentes encontrados na propolis sio a
hidroquinona, 4cido caféico e seus ésteres e o quercetin. A propolis e seus
constituintes flavondides exibem boa atividade anti-tumoral, tanto in vivo quanto in
vitro além de apresentarem atividade citotéxica contra varias bactérias e parasitas e

clinicamente, tem propriedades de estimular o sistema imunolégico.

ISLA et al. (2001), estudaram a atividade antioxidativa de extratos de propolis
argentina. Os flavonéides encontrados na propolis podem reduzir a formago de
radicais livres, tendo um efeifo protetor contra a oxidag#o dos lipideos séricos. Isto €
muito importante para o funcionamento saudavel do cérebro, coragdo e a maioria
dos orgaos depende de fluxo sangiiineo em vasos néo obstruidos, para a liberagdo de
nutrientes e oxigénio ¢ remoc¢io de metabolitos prejudiciais. Como o colesterol e
outras gorduras ndo podem se dissolver no sangue, sfio transportados por carreadores
especiais chamados de lipoproteinas. Quando estas proteinas sofrem algum processo
oxidativo ¢ colesterol comeca a ser depositado nas células prejudicando sua fungéo.
A administragdo de antioxidantes exdgenos, como os extratos de propolis podem
retardar o processo oxidativo destas lipoproteinas ou impedir que elas sofram

oxidagdo, ou qualquer outra mudanga na corrente sangiiinea.
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Consolidacaoe de fraturas

A cicatrizaglio de uma fratura Ossea ¢ um dos mais interessantes processos de
reparo que ocorre na natureza, nfo havendo simplesmente a formagio de uma
cicatriz, mas a reconstituicdo total dos tecidos injuriados, que podem retomar sua
forma original. E conclusivo dizer que todos os mecanismos envolvidos neste
processo estejam elucidados pois acredita-se que envolvam problemas de

homeostasia celular, que sofrem a influéncia de varios fatores.

Quando se considera uma fratura, um determinado osso € separado em dois
fragmentos. Simultaneamente, existe dilaceragdo do peridsteo e os fragmentos sfo
deslocados de modo que suas extremidades néio ficam em perfeita aposigdo uma em
relagdo 4 oufra. Assim, em muitos casos, deve-se reduzir cirurgicamente uma
fratura, isto ¢, deve ser feita uma intervencSo cirirgica para reconduzir os
fragmentos 0sseos a uma posigdo em que suas extremidades se aproximem e o eixo
Osseo seja restaurado (HAM & CORMACK, 1983).

De forma resumida podemos assim descrever os principais estagios que
envolvem a regeneracdo de uma fratura. No local onde ocorreu a fratura, existe
rompimento de vasos sangiiineos causando hemorragia; ocorre também, decorrente
do trauma, destruicdo da matriz existente na regifio e morte de células dsseas a uma
certa distdncia nos dois fragmentos da fratura. Para que se inicia o processo de
reparo, o coagulo que se formou deve ser removido juntamente com 0s restos
celulares e restos de matnz ali existentes. Esta remog#o ¢ feita principalmente pela
agdo de macrofagos. Importante salientar que todos estes elementos presentes até o
momento, liberam substincias que influenciam de alguma forma a continuidade do

processo (fatores quumiotaticos, fatores de crescimento etc.). Simultaneamente,
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peridsteo e endosteo respondem com uma intensa proliferagéo, originando um tecido
muito rico em células osteoprogenitoras que formam um colar em torno da fratura e
que vai penetrar entre as extremidades Ossea fraturadas. Nesse anel ou colar
conjuntivo, bem como no conjuntivo entre as extremidades, comeca a aparecer 0sso
priméario, tanto pelo mecanismo endocondral, como pelo mecanismo
intramembranoso. Assim, na area de reparo, sdo encontradas areas de cartilagem,
arcas de ossificacfio endocondral e areas de ossificacdo intramembranosa. Este
processo evolui de modo a aparecer, apés algum tempo, um calo 6sseo (calo duro)
de osso primario, que envolve as extremidades dos ossos fraturados mantendo sua
umido. As tracOes e pressdes exercidas sobre o osso durante a reparacdo € apds o
reinicio as atividades normais, causam a remodelagdo do calo 6sseo e sua completa
substituigdo por osso secundario. Ressalta-se que todos estes estagios sdo regulados
por fatores bioquimicos e biofisicos que devem ser levados em consideracfio, tais
como a presenca de substincias quimicas na regifo liberadas por células (fatores
plaguetérios, fatores liberados por células Osseas, mediadores da inflamagéo
existente no local, especialmente as prostaglandinas etc.), a bioeletricidade nos
tecidos envolvidos, a vascularizacdo da regido, a presenca ou auséncia de oxigénio e
outros fatores (HURLEY et al., 1959; BASSET & HERRMANN, 1961; TRUETA,
1963; McKIBBIN, 1978; HAM & CORMACK, 1983; MARKS & POPOFF, 1988;
CORNELL & LANE, 1992; MUNDY et al., 1995; JUNQUEIRA & CARNEIRO,
1998)

Em algumas situacOes, além de ocorrer fratura dssea, existe também a perda
de substincia ou de tecido Osseo, sendo isto normalmente referido como "defeito

Osse0”, ou seja, existe um espago maior ou menor, que devera ser preenchido por
tecido dsseo (BERNARD, 1991).
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Baseado nisto, alguns trabalhos foram revisados na tentativa de elucidar os
principais pontos que podem nos ajudar a entender methor como se processa o

mecanismo de consolidagdo de fraturas em um determinado osso.

A ac¢fo do peridsteo como membrana osteogénica € bastante controvertida na
literatura, encontrando-se autores favoraveis e desfavoraveis quanto a sua
participagdo no processo de regeneragdo ossea. Em 1742, DUHAMEL apud
CHASE & HERNDON (1955), observou um espessamento do peridsteo e que esta
membrana seria responsavel pela formagio de um calo de fratura. Porém em 1763,
VON HALLER apud. CHASE & HERNDON (1955), afirmou que o peridsteo néo
apresentava capacidade osteogénica, atuando simplesmente como suporte para os
vasos sangiiineos, sendo estes, os principais responsaveis pela osteogénese no local
da fratura.

Para MACEWEN (1912) apud. BASSET (1962), o peridsteo é simplesmente
uma membrana limitante ¢ as células responsaveis pela produgdo de novo tecido
Osseo pertencem, certamente, a superficie do osso, ou seja, os osteoblastos. O
peridsteo tem apenas a fungdo de conter a proliferagdo de osteoblastos na superficie

do oss0.

Para ROBISON (1923), a enzima fosfatase alcalina participa no processo de
formacdo e calcificacioc do osso. A enzima hidrolisa hexosemonofosfato,
aumentando a concentragdo local de fosfato de calcio, sendo um importante fator

para o processo de calcificagdo, porém, provavelmente, nio € fator critico.

Para AXHAUSEN (1956), o peridsteo € bastante importante na formacéo

Ossea. Existem no periosteo, células especializadas na formacdo do osso que se
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tornam ativas somente quando ha a liberagio de substincias pelo osso necrdtico da
regifio ocasionado a diferenciagdo destas células e consequentemente, a formacédo de

tecido Osseo.

Para YOUNG (1962), o periosteo ¢ constituido internamente por uma camada
de células em forma de fuso, as quais sdo indistinguiveis de fibroblastos normais.
Estas células sdo denominadas células osteoprogenitoras, para que possam Ser

distinguidas de osteoblastos e com alto poder de divisdo celular

Em 1963, PRITCHARD estudando o processo de cicatrizagdo Ossea,
distinguiu um tecido reparativo ou blastema, que surgia da camada externa do
peridsteo de um outro tecido que surgia da camada interna e do canal medular, o
qual foi denominado de blastema osteogénico. Este, normalmente, ¢ mais
centralizado € produz um novo 0sso que vai unir os fragmentos enquanto a zona
mais periférica € mais fibrosa e mantém a continuidade do peridsteo. Em
determinadas circunstincias, este blastema periférico pode invadir a fenda da fratura
e cessar o desenvolvimento do reparo, a nfio ser que este tecido fibroso seja

removido ou convertido em 0ss0.

Quanto a origem das células osteogénicas, basicamente duas teorias podem se
descritas de acordo com OWEN (1970). Na primeira teoria, o tecido de reparo surge
de células especializadas com um compromisso "pré-determinado” para a formacio
Ossea; sdo células encontradas na superficie do 0sso ou no canal medular. Na
segunda teoria, o tecido de reparo ndo surge de células especializadas, mas de
fibroblastos prévios que passam a desenvolver atividade osteogénica desde que
submetidos a estimulos adequados, desenvolvendo-se entdo a partir dos tecidos

moles circunjacentes.




STRATES et al. (1971), estabelecem que a enzima fosfatase alcalina ndo tem
participagfo nenhuma no processo de calcificaglo dssea. J4 JAFFE & JOHNSON,
em 1973, induziram experimentalmente a osteocondrodisplasia em fetos de ratos,
demonstrando que enquanto se tem o desenvolvimento esquelético normal, a
atividade da fosfatase alcalina aumenta substancialmente. Por outro lado, nas
situagdes de lesdo em que o desenvolvimento esquelético é anormal, a atividade da
enzima torna-se substancialmente menor. Exames histologicos dos membros
anormais revelaram que o desenvolvimento esquelético anémalo era similar ao das

desordens esqueléticas humanas como a acondroplasia e a hipofosfatasia.

Em 1976, JAFFE estudou a atividade da fosfatase alcalina em membros de
fetos de ratos. O desenvolvimento do esqueleto dos membros comeca com a sintese
de matriz extracelular por células Ossea rudimentares. Em seguida, ocorre a
precipitacdo de fosfato de cdlcio nesta matriz e finalmente a ossificagdo. O objetivo
do estudo foi determinar a atividade especifica da fosfatase alcalina comparando-a a
varios fatores. A enzima estd diretamente relacionada ao pH do meio ¢ a
concentragio do substrato. Isto indica que a quantidade da enzima aumenta 3 medida
que se formam os elementos do esqueleto e, este aumento, € histologicamente visivel

pelo aumento de ribossomos e vesiculas livres que surgem na regifio.

NAJJAR & KAHN (1977), compararam os efeitos de estimulos fisioldgicos
normais na cicatrizagdo e remodelacdo em varios ossos de diferentes origens
embrioldgicas, usando para isso coelhos e cachorros. Os achados mostraram que a
cicatrizacdo € o remodelamento na tibia e mandibula, foram diretamente
proporcionais a magnitude das for¢as que agem nestes ossos, como a tensdo criada
pela agdo da musculatura neles inserida, a presséio exercida sobre a tibia decorrente

do peso corporal e a compressiio exercida sobre a mandibula decorrente da
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mastigac8o. Uma cicatrizacdo mais lenta foi observada na maxila sendo atribuida a
pequena incidéncia de forcas. Na analise dos ossos do crénio, observou-se que ndo
houve remodelamento o0 que se deu, provavelmente, a for¢a externa minima que

incide sobre estes 0ss0s.

Estudando a biologia do reparo de fraturas, em 1978 McKIBBIN, observou
que o peridsteo ¢ constituido por duas camadas, uma externa, fibrosa e outra camada
interna ou camada cambio, onde estdo situadas as células osteoprogenitoras. Assim,
quando o periosteo € retirado do osso, ele carrega consigo estas células com
potencial osteogénico, isto €, se for retirado um fragmento de osso com seu

peridsteo, este podera produzir novo 0sso.

Segundo McKIBBIN, o reparo de fraturas pode ocorrer em seis estagios
diferentes, apresentando cada um caracteristicas fisiologicas e histologicas préprias.
O primeiro estagio inclui 0 impacto ou o trauma que ocasiona a fratura e termina até
que haja dissipagéo total da energia. O segundo € chamado de indugao, caracterizado
pela formacfo de um hematoma; em seguida, se inicia a necrose das extremidades e
as cé¢lulas necrosadas liberam subprodutos no meio. Este hematoma contém baixo
nivel de Oz, baixo pH, cininas, prostaglandinas e proteinas ésseas ndo colagenosas.
Este estagio € pequeno ¢ termina com ce€lulas inflamatdrias invadindo a regifio. O
terceiro estagio ou inflamac¢do comega dentro de 48 horas e permanece até aparecer
cartilagem e osso. Na inflamacgio aparecem neutrdfilos, macréfagos, mastocitos e
osteoclastos. Também surgem fibroblastos e com isso ¢ hematoma val sendo
substituido por tecido de granulagdo. Inicia-se entdo o quarto estagio ou calo mole,
que aparece entre as extremidades da fratura, aumentando cada vez mais o numero
de células em virtude da alta vascularizagdo e proliferacdio peridstica, surgindo
condroblastos que depositam um tecido condrdéide. A partir dai, se da o quinto
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estagio ou calo duro, onde se vé um calo cartilaginoso disposto entre os dois
fragmentos de fratura que cresce da superficie para o centro e que, gradativamente,
vai sendo convertido em 0sso esponjoso ou trabecular pelo mecanismo endocondral.
O sexto e altimo estigio consiste na remodelacdo Ossea da regido, onde se vé
substituigdo do osso trabeculado por osso lamelar, reconstrugdo do canal medular e

restauragéo do didmetro que o 0sso apresentava antes da fratura.

CYBORON & WUTHIER (1981), caracterizou e purificou a fosfatase
alcalina em cartilagem epifisaria de frangos. Para os autores, a enzima ¢é encontrada
em altas concentragdes em tecidos que estdo em calcificagdo, porém seu papel neste
processo ndo € bem definido. Observou-se que a atividade da enzima estd associada
a presenca de vesiculas extracelulares, intimamente relacionadas com a calcificacdo

inicial da cartilagem epifisaria.

ELVES et al. (1982), demonstraramn em ratos velhos, que administrando-se
altas doses de indometacina, uma substidncia anti-inflamatoéria (imibidor de
prostaglandinas), ha evidéncias histologicas do aumento na fibrogénese e,

simultaneamente, reducéo no processo de osteogénese ¢ remodelacio dssea.

BRIGHTON (1984), considera que além da vascularizagdo e estabilidade,
existem fatores morfogenéticos que influenciam no processo de cicatriza¢do Ossea.
Dentre estes fatores merecem destaque: a presenca da proteina morfogenética do
osso (BMP- bone morphogenetic protein) e fatores que levariam a indugéo de
células mesenquimais indiferenciadas tais como fatores biomecanicos,
bioeletricidade (potencial elétrico do tecido Osseo remanescente), pressdo de Oz e
outras substincias quimicas que podem mfluenciar o processo. O potencial elétrico

na regido causa a liberagdo de ¢cAMP e fatores de crescimento, que regulam a
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formacio e a remodelacio do osso. TGF- ¢ bastante visivel e se liga a receptores na
superficie dos osteoblastos. A Prostaglandina E2 causa a inflamacio necessaria que

resulta na migragdo de células e formagdo de vasos sangiiineos.

Para BURSTEIN & CANALIS (19853), ha uma relagdo direta entre o grau de
vasculariza¢do do peridsteo ¢ sua capacidade osteogénica. Avaliando a produgéo de
0sso em transplantes de periosteo de costelas, foi observado que a formagdo de osso
se deu em primeiro lugar na base do retalho e diminuiu a medida que se dirigiu ao
topo. Isto ocorreu devido a maior vasculariza¢Zo existente na base do retalho de

peridsteo quando comparada com seu topo.

Para WLODARSKI & REDDI (1986), a fosfatase alcalina é um importante
fator que participa no processo de formagdo Ossea. A fosfatase alcalina é uma
enzima que aparece em membranas celulares e por isso pode ser utilizada como
marcador de células osteocondutivas. O pico de atividade da fosfatase alcalina
precede o processo de mineralizacio e células epiteliais com potencial osteoindutivo
sdo ricas em fosfatase alcalina. Por outro lado, células desprovidas de potencial

osteoindutor apresentam pouca quantidade da enzima.

Revisando a participagdo de prostaglandinas nos ossos "in vivo", NORRIDIN
& SHU SHIH (1988), mostraram que prostaglandinas da série E, especialmente E1 e
E2, tém grande atividade no metabolismo dos ossos. Elas estimulam a reabsorgfo
Ossea em associagdo com inflamac8o sendo também observado um aumento de
prostaglandinas na presenga de citocinas. Porém os autores relatam que as
prostaglandinas podem também estimular a formacio dssea, uma vez que além de

osteoclastos, elas estimulam osteoblastos, dependendo da sua concentragdo. Baseado
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nestas condigdes, o uso de inibidores de prostaglandinas deve ser limitado, pois

certamente interferem no processo de reparo 6sseo.

Ainda em 1988, TAKATO et al. estudaram experimentalmente o periosteo de
tibia e costelas e observaram que, quando transplantados, o peridsteo tibial produz
mais o0sso que o peridsteo de costelas. Entretanto, ambos podem apresentar
quantidade significativa de osso desde que recebam suprimento sangiiineo adequado.
Segundo os autores, a capacidade osteogénica do periosteo depende principalmente
de seu volume e da vasculanzagiio, porém, outros fatores como o estresse mecanico
também interferem n3o sendo um pré-requisito para a formagdo de osso, mas sendo

importante no processo de remodelagio.

Em 1989, HULTH descreve que o processo de regeneracdo éssea ndo é
simplesmente a formagio de uma cicatriz, mas sim um processo onde se observa
uma reconstituigdo tecidual total e dois fatores sdo fundamentais para este processo:
o suprimento sangiiineo e a estabilidade. Com a fratura, osso e tecidos moles
circunjacentes s3o injuriados; hd hemorragia ¢ mediadores quimicos sfo liberados
pelo agregado plaquetdrio que se forma e por outras células presentes na regido.
Dentre estes mediadores destacam-se ¢ fator de crescimento derivado das plaguetas
(PDGF), fator de crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento transformador
beta (TGF-B) e elevada quantidade de hialuronato, o qual promove a migragdo ¢ a

proliferagdo de células endoteliais e mesenquimais.

Ainda em 1989, SANDBERG et al. estudaram a produgdo de coldgeno dos
tipos I e II no reparo de uma fratura. Colageno do tipo II foi detectado 5 dias apés a
fratura em um pequeno grupo de células que adquiriram fenétipo de condrocito mas

também se detectou colageno do tipo I, sugerindo que ha alteragfo nos genes que
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expressam coldgeno. A localizacdo dos primeiros condrocitos, adjacentes a0 0sso
cortical, sugerem que sdo provenientes do periGsteo, a partir de células que sofreram
diferenciagdo. No sétimo dia apés a fratura a presenga dos dois coldgenos em
condricitos sugerem que mais crescimento ocorreu por diferenciacdo de células
mesenquimais indiferenciadas e ndo pela prolifera¢do de condrécitos diferenciados.
A expansdo continuou até o décimo quarto dia, até que a cartilagem fosse substituida
por tecido 0sseo. Isto se deu pela presenga de osteoblastos, ativos na sintese de

colageno do tipo L.

DEREN et al. (1990), avaliaram a producdo de fosfatase alcalina por células
periostais em varias tensdes de oxigénio in vitro. Para isso, foi desenvolvida uma
cultura de células periostais. Foi observado que nas culturas submetidas a baixas
tensdes de oxigénio (5 a 9 %), proximas do nivel capilar, a produgdo de fosfatase
alcalina foi Ootima quando comparada com culturas submetidas a tensSes mais
elevadas. Isto mostra que vaniacOes nas tensdes de oxigénio na vizinhanga do
peridsteo sdo importantes na regulagéo do reparo do osso, sendo as células periostais

altamente sensiveis a estas variagdes.

De acordo com CORNELL (1992), a regenerago de uma fratura compreende
trés eventos principais. O primeiro evento é o recrutamento de c¢élulas
osteoprogenitoras para o local da fratura; estas células sdo pré-osteoblastos que
devidamente estimulados, tornam-se produtoras dsseas ativas. O segundo evento € a
modulagio que consiste na estimulagio de células que ativam um processo
fisiologico distinto; ostedcitos e células periostais sdo ativados por outras células da
regido. Este processo € chamado de osteoindugdo, consistindo de fatores

bioquimicos, mecédnicos e biofisicos, como as BMP. O terceiro evento ¢ a
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osteocondugio, no qual se forma um meio de suporte apropriado onde as células

osteoprodutoras, uma vez ativadas passam a produzir 0sso.

YOSHIKAWA et al. (1992) avaliaram o potencial de algumas células em
formar tecido Osseo. Os autores implantaram ceramicas no tecido subcutdneo para
avaliar formacdo Ossea ectépica. Dois grupos foram utilizados, ym onde s6 havia
cerdmica € no outro, cerdmica associada a células de medula 6ssea. Os implantes
foram removidos em intervalos de 1 a 8 semanas e analisados histologicamente.
Fez-se também a dosagem da fosfatase alcalina, observando-se que sua atividade no
grupo onde além da cerdmica havia células de medula, comegou a aumentar em duas
semanas, alcangou um pico em quatro semanas e, a partir dai, diminuiu
gradualmente. Histologicamente, nos poros cerdmicos, osteoblastos foram
detectados em duas semanas e formagfo de novo osso em frés semanas. O processo

de ossificacdo fol membranoso, ndo havendo formago prévia de cartilagem.

Revisando os efeitos das prostaglandinas no esqueleto, MILLER & MARKS
(1994), mostraram que as prostaglandinas "E" podem promover a osteogénese em
circunstdncias variaveis. A resposta osteogénica pode incluir estimula¢do da
modulagio dssea e remodelamente do osso. E bem claro que os efeitos das
prostaglandinas estdio relacionados com a dose; altas concentragbes estdo
relacionadas com um aumento na reabsor¢do Ossea e em doses menores com um

estimulo na formacg#o 6ssea.

Estudando a capacidade osteogénica do peridsteo em enxertos livres,
SANT'ANNA (1997) observou que o peridsteo foi efetivo no reparo dos defeitos
osseos provocados em fibulas de ratos. A regeneragdo foi constatada duas semanas

ap0s ter sido realizada a fratura e novo osso produzido no local surgin



principalmente através do mecanismo endocondral. Inicialmente formou-se tecido
cartilaginoso que foi aos poucos sendo substituido por tecido dsseo, com formagdo
de trabéculas de osso esponjoso imaturo que progressivamente foi sofrendo

maturagédo e sendo convertido em o0sso compacto.

Em 1999, NYQUIST et al. realizaram um estudo para analisar os efeitos do
etanol na massa 0ssea ¢ na regeneraco de fraturas. 42 ratos foram submetidos a uma
cirurgia para fraturar a tibia. Um grupo recebeu etanol na dieta (solugdo a 15 %) e
outro grupo serviu como controle. Nos animais em que se fez 0 uso do etanol,
observou-se uma menor densidade mineral Ossea em relagdo ao grupo controle,
porém, no processo de cicatrizaglo, foram observadas diferencas significativas entre

os dois grupos analisados.

A fungdo dos ostedcitos, as células mais numerosas do osso, ainda ndo esta
muito esclarecida. NOBLE & REEVE (2000), estudaram a acdo destas células,
mostrando que elas modulam sinais surgidos na regiio. Os ostedcitos parecem
utilizar de sinalizadores moleculares que vdo dirigir o aparecimento ou o
desaparecimento de tecido Osseo na regido. Apresentam na sua superficie, varios
receptores para hormodnios paratireoideos, horménios esterdides, prostaglandinas etc.
que realizam suas fungdes modulando a atuago e outras células que participam do

metabolismo do tecido Osseo.
Materiais adaptados em fraturas com defeitos 6sseos
DELBALSO & ADRIAN (1976), observaram os efeitos de um gel de

colageno usado em fraturas. Defeitos Osseos foram realizados nas tibias direita e

esquerda de porcos; o defeito direito foi preenchido com o gel de colageno e o
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esquerdo permaneceu vazio. Analises histologicas ¢ bioquimicas realizadas no 7° ¢
14° dia apds a cirurgia indicaram histologicamente, que o gel foi bem tolerado; no 7°
dia, houve uma maior estimulacdo no processo de reparo no grupo tratado em
relacdo ao grupo controle, o que nio foi observado no 14° dia. A analise da fosfatase
alcalina mostrou-se aumentada no 7° dia. Os autores concluem que embora o
colageno inicialmente estimule a formagdo Ossea, ele acaba retardando o processo
possivelmente porque o organismo reconhece o gel como elemento estranho ou
entdo por ocorrer destruigdo de ostedide por células envolvidas no processo de

degradagdo do gel.

GONGLOFF et al. (1985), analisaram tubos biodegradaveis de coldgeno
bovino associado com hidroxiapatita em ratos. Os resultados mdicaram que os tubos
de colageno atuaram como uma barreira biodegradavel que suportou as particulas de
hidroxiapatita por 4 semanas, isolando de forma eficaz os tecidos moles e

prevenindo a migragfio de particulas de hidroxzapatita.

BELL & BEIRNE (1988), analisaram os efeitos da hidroxiapatita e do fosfato
tricalcio, isolados ou associados ao colageno, em reparos de defeitos 6sseos criados
cirurgicamente na mandibula de ratos. Através de exame microscopico realizado 4 ¢
12 semanas ap0s a cirurgia, os resultados mostraram que © 0sso estava em contato
direto com a periferia dos implantes, nos dois grupos analisados. Entretanto, na parte
central do defeito, encontrou-se fecido fibroso comectivo contendo macrofagos e
algumas células gigantes multinucleadas. Os autores concluiram que as duas
substincias utilizadas induziram a cicafrizagdo Ossea. Por ser biocompativel o
colageno ndo interferiu no processo, podendo entdio ser utilizado para evitar

migragdo celular.



46

Para analisar a eficacia de membranas de coldgeno em impedir a migragio da
aderéncia epitelial gengival e migracdo de células infiltrativas, BLUMENTHAL
(1988), criou defeitos Osseos nas regides interproximais em um espago situado entre
o incisivo lateral superior e os pré-molares. Analises histologica e histométrica
realizadas entre 2 e 12 semanas determinaram as respostas de cicatrizagdo. Para o
autor, a membrana de coldgeno utilizada foi eficiente em impedir a migragéo

epitelial e de tecidos moles conectivos, favorecendo nova formago dssea.

Também em 1988 DEPORTER et al., analisaram a participagio de colageno
fibrilar (Zyderm I) como material de enxerto em defeitos dsseos de 4 mm de
didmetro criados em calvaria de ratos. Todos os defeitos foram analisados por 4
semanas. Observou-se que o colageno estimulou de forma significativa a produgéo
Ossea, parecendo agir como osteocondutor, sendo incorporado dentro do novo 0sso.
A concentragéio de colageno também foi testada comparando-se as concentracdes de
3,5% e 7,5%. Nao houveram diferencgas significativas entre as concentragdes
testadas mas notou-se uma tendéncia para a maior conceniracio utilizada. O autor
concluiu que o colageno fibrilar é uma substincia bem tolerada pelo organismo, é

osteocondutiva e estimulante da cicatrizag@o dssca em defeitos de calvaria de ratos.

VIALLE-PRESLES et al. (1989), avaliaram o destino biolégico de implantes
de colageno bovino injetados subcutaneamente em ratos por um periodo de noventa
dias. Utilizou-se técnicas de imunoperoxidase especifica para véarios tipos de
colageno, destacando colagenos do tipo I, III, IV e V ¢ ainda para fibronectina e
elastina. Com relagdo a ordem de deposigdo destas proteinas foi observade que a
fibronectina fo1 encontrada ao redor do implante 24 horas apo6s a injecfo; apds 7
dias, foram observados colagenos do tipo I ¢ V. Ja os tipos Il e IV foram

encontrados 30 dias apos a injecgdo, sendo detectada grande migragdo fibroblastica.
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GALGUT et al. (1991), estudaram histologicamente a resposta aos materiais
de membrana que podem ser utilizados em RTG, inserindo-se estes materiais de
forma subcutdnea na superficie dorsal do rato. Os materiais utilizados incluiram
membranas de politetrafluoretileno (e-EPTF ou Gore-Tex) e membranas de 4cido
polilactico (biodegradavel). Duas semanas apds o implante, os animais foram
sacrificados ¢ o material coletado para analise histoldgica, avaliando-se os tecidos ao
redor das membranas, o tipo de células nos infiltrados e o grau de absor¢do das
membranas. As membranas de e-EPTF permitiram baixo crescimento epitelial e
infiltrado com polimorfonucleares. As membranas de &cido polilactico foram
bastante absorvidas com infiltrado do tipo monocitico. De forma geral, os resultados
mostram, que a cicatrizagdo com diferentes membranas ¢ complexa e variada. O
material biodegraddvel € bem tolerado, sugerindo-se que seja mais indicado para
RTG.

MINABE em 1991, revisou os processos biologicos envolvidos na
regeneragéo tecidual guiada usando barreiras absorviveis € ndo absorviveis. As duas
membranas apresentaram potencial clinico em promover a regeneragfio de tecido
periodontal. Quanto & capacidade de prevenir a entrada de tecido mole nos defeitos,
as membranas ndo absorviveis foram mais eficientes, embora as absorviveis também

tenham mostrado esta capacidade.

Em 1992, ALBERIUS et al. estudaram a osteopromogdo em enxertos 0sseos
experimentais usando técnica de membranas de 16 animais. Defeitos 0sseos foram
realizados na mandibula no crinio e um fragmento de fibula foi utilizado como
enxerto. Os enxertos onde ndo se utilizou membranas , apresentaram-se com
absorgdo em algumas 4reas, com regides acelulares circundados por uma capsula

fibrosa. Uma deposi¢do Ossea minima foi observada nas margens do defeito. Nos
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enxertos cobertos com membrana, observou-se em todos os defeitos osso trabecular
com uma linha de osteoblastos, poucos osteoclastos em lacunas de reabsorgio, sendo
estas bastante modestas. Vasculariza¢do primitiva estava presente e nio se observou

formacdo de cartilagem. Estes resultados foram similares nos dois ossos estudados.

SANDBERG et al. (1993), analisaram o potencial osteopromotor de
membranas bioabsorviveis em mandibulas de ratos, comparando com membranas
ndo absorviveis de politetrafluoretileno (Gore Tex). Trés membranas absorviveis
foram utilizadas, todas denivadas do acido polilactico ou poliglicélico, variando o
tempo de absorgdo (8-12 semanas, 20 semanas, e 40 semanas). Analises histologicas
foram realizadas da primeira a décima segunda semana € mostraram que as
membranas absorviveis foram bem toleradas pelos tecidos, causando apenas uma
leve reagdo inflamatdria ao longo da superficie da membrana. Com relagfio ao reparo
0sseo, ndo foram encontradas diferencas significativas entre as 4 membranas
utilizadas, mostrando que as membranas absorviveis sdo uma alternativa para se
evitar o inconveniente de um segundo tempo operatdrio, necessario quando se usa

membranas ndo-absorviveis.

Na area da cirurgia craniomaxilofacial ou da ortopedia, um enxerto 0sseo ou
um substituto Osseo € necessdrio para reconstruir ou assistir a cicatriza¢do em
deformidades dsseas congénitas ou no reparo de deformidades devido a traumas.
Segundo AABOE et al. (1995), que fizeram uma revisdo sobre a cicatrizagdo de
defeitos Osseos, o enxerto dsseo autdogeno € o de escolha, entretanto seu uso &
problematico devido a morbidade do local doador e a reabsor¢do descontrolada.
Respostas imunes e o risco de contaminacdo do material autégeno tornam seu uso
questionavel. A cicatrizacdo e a degradacdo de materiais aloplasticos sfo

inconsistentes com subsequente restrigio quanto ao seu uso. O método mais
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indicado é a utilizagio da proteina morfogenética do osso combinada com materiais
de membrana, uma vez que neste caso temos a associacio de um matenal
osteoindutor com um material que funciona como uma barreira, impedindo a entrada

de tecidos moles na regido.

MILLER et al. (1996) estudaram histomorfometricamente duas membranas
bioabsorviveis disponiveis comercialmente, uma de coldgeno e outra de acido
polilactico. Foram utilizados 16 coelhos onde se implantou fragmentos de
membranas em mucosa alveolar na regido dos incisivos. As observagdes indicaram
que as membranas de coldgeno causaram uma severa inflamacdo e foram
reabsorvidas dentro de duas semanas. As barreiras de acido polilictico produziram
um infiltrado inflamatdrio moderado e nfo estavam totalmente absorvidas em 12
semanas. Estes resultados mostram que a durabilidade das barreiras de éacido

polilactico € mais adequada para RTG que as membranas de colageno.

Ainda em 1996, PIATELLI et al. avaliaram a possibilidade de regeneragdo
ossea em implantes com membranas absorviveis (Guidor) e membranas nfo
absorviveis (e-EPTF) inseridos em tibias de coelhos. As analises foram feitas 6, 9 e
12 semanas ap6s a cirurgia. A guantidade de osso formada ao redor dos implantes
cobertos com as membranas foi aproximadamente a mesma, nos dois tipos
utilizados, destacando-se o grupo onde se fez o implante de membranas ndo
absorviveis. E sugerido que as membranas absorviveis de acido polilactico devem
ser utilizadas nas terapias de regeneragdo guiada, uma vez que ndo foram
encontradas diferencas significativas quando comparadas com as membranas néo

absorviveis.

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
SECAC CIRCULANTE
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MAOQO et al. (1997), realizaram um estudo para comparar a eficacia da
regeneragdo tecidual guiada ao redor de implantes colocados em alvéolos dentais,
imediatamente apds a exodontia, usando membranas absorviveis e nfo absorviveis.
Quatro implantes foram considerados como confrole, ndo recebendo membranas,
quatro implantes receberam membranas de e-PTFE, cinco implantes receberam
membranas de colageno e cinco receberam membranas de poliglactina 910. Apds 14
semanas, os animais foram sacrificados para avaliagGes histologicas ¢
histomorfométricas. A média de ganho de peso o6sseo foi de 2,1 mg para o grupo
controle, 3,3 mg para o grupo com membranas de e-PTFE, 3,8 mg para membranas
de colageno e 1,3 mg para membranas de poliglactina 910. Estes resultados indicam
que as membranas de e-PTFE e as membranas de coldgeno propiciam melhores
resultados para regeneragio tecidual guiada ao redor de implantes colocados

imediatamente apOs extracio dental.

Fm 1997, PARODI et al realizaram um estudo para confirmar
histologicamente que nova aderéncia epitelial foi obtida através do principio de
regeneragdo tecidual guiada, utilizando barreiras absorviveis. Um fragmento de
membrana de colageno (Paroguide) foi posicionado de forma a cobrir o defeito
osseo de um paciente com periodontite adulta crdnica generalizada.. Apés 5 meses,
histologicamente observou-se que a membrana foi completamente reabsorvida e néo
havia sinais clinicos de inflamagdo mostrando biocompatibilidade da membrana
com os tecidos circunjacentes. Observou-se também presenca de nova aderéncia
epitelial, novo ligamento periodontal e novo tecido Osseo na regido, mostrando que a

membrana utilizada foi satisfatoria para estimular a regeneragdo tecidual.

SCHLEGEL et al. (1997), fizeram uma avaliagio pré-clinica ¢ clinica de

membranas de coldgeno da marca Bio-Gide®. Para a avaliagdo pré-clinica, foram
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utilizados 7 coelhos nos quais as membranas foram implantadas abaixo da pele;
como controle, injetou-se colageno solavel intradermicamente. Na avaliacdo da
resposta imune, usou-se 0 método ELISA, que indica imunoreatividade contra Bio-
Gide. Nenhuma resposta imune foi detectada em nenhum dos animais. A avaliagéo
clinica foi feita em pacientes com indicagio de ressecgdo radicular bilateral na area
de molares. Apos a cirurgia, a membrana fot utilizada em apenas um dos dois lados.
Através do método ELISA, nfo se detectou reacfo imune contra Bio-Gide.
Radiograficamente, observou-se melhor cicatrizagéo nos lados onde se implantou as

membranas de colageno.

Analisando os efeitos no aumento oOsseo de membranas de barreira,
absorviveis e ndo-absorviveis, ITO et al. (1998), utilizaram coelhos nos quais, um
parafuso de titdnio era inserido na calvéria de cada lado da linha média. O parafuso
de um os lados foi coberto com uma membrana de politetrafluoretileno {Gore-tex —
nio-absorvivel) e do outro lado, coberto com uma membrana de acido polilactico
(absorvivel). Apds 6 meses, os animais foram sacrificados e andlise histologica foi
realizada. Estatisticamente, uma maior quantidade de novo osso foi observada no
lado em que se utilizou a membrana ndo-absorvivel, porém, com relagio a
mineralizacio do osso, nfo foram observadas diferengas. Os autores sugerem que
membranas ndo-absorviveis devem ser utilizadas quando se pretende obter maior

volume e peso dsseo.

LUNDGREN et al. (1998), avaliaram a atuagio de membranas de barreira
sobre defeitos preparados em areas desdentadas da maxila em 22 coelhos. Foram
utilizadas membranas de e-EPTF sobre os defeitos, associadas ou ndo com titinio.
Analises histoldgica e morfométrica foram realizadas apds 4 semanas apds a

cirurgia. Observou-se que a quantidade de osso formado foi a mesma nos dois



grupos testados, concluindo que estas membranas atuam simplesmente como
barreiras que evitam a entrada de tecidos moles nos defeitos 0sseos existentes.
ZAHEDI et al. (1998), avaliaram o potencial de membranas de colageno do
tipo I na cicatrizagdo de defeitos dsseos mandibulares. Utilizaram 25 ratos Wistar,
nos quais se fazia exposi¢io bilateral dos ramos mandibulares e, criava-se
cirurgicamente em ambos os lados, um defeito 6sseo de 5 mm de didmetro. Em um
dos Iados, o defeito foi coberto com 2 membrana e, em seguida, se fazia a reposicdo
dos tecidos moles; no lado oposto, os tecidos foram simplesmente reposicionados e a
ferida fechada. Os ratos foram sacrificados 7, 15, 30 e 90 dias ap0s a cirurgia. Nos
estigios iniciais, ndo foram observadas diferengas entre os dois lados, porém apés
30 dias, o lado com a membrana estava completamente fechado com novo o0sso; no
lado controle, pequenas quantidades de novo osso foram observadas, situando-se
apenas nas bordas da lesdo. Os autores constataram que, além da boa
biocompatibilidade apresentada pela membrana, ela mostrou boa resisténcia
mecanica, atuando como um meio para realizagio de cirurgias onde se faz

regeneracdo Ossea guiada.

Em um estudo sobre cicatrizagdo de fraturas, CHAKKALAKAL et al. (1999)
realizaram um defeito de 2 mm de comprimento na regido média da fibula de ratos e
colocaram um tubo de matriz Ossea desmineralizada no local da fratura.
Condroblastos e osteoblastos originados a partir do periosteo foram encontrados nas
proximidades da jung¢Sio enxerto-fibula e infiltrando a matriz. Assim, nas duas
primeiras semanas, a matriz assumiu um papel de ponte entre os dois fragmentos de
0ss0. Da sexta a oitava semana, a maior parte da matriz foi convertida em o0sso com
um maximo de atividade osteoblastica e minima ossificagdo endocondral. A

formagdo do calo medular s6 fo1 observada apos trés semanas.
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Em 1999, MATTSON et al., avaliaram o uso de duas membranas absorviveis
na corregdo de defeitos Osseos interproximais; membranas de colageno bovino do
tipo I ¢ membranas de acido polilactico. Treze pacientes receberam, através de
cirurgia periodontal adequada, as membranas em defeitos, resultando numa
diminui¢do da sua profundidade e ganho no processo de regeneraciio no seu interior.
As duas membranas utilizadas ndo apresentaram complicagdes, podendo,
satisfatoriamente, serem usadas no tratamento de defeitos Osseos que

comprometerem o periodonto.

CAJAZZA et al. em 2000, avaliaram membranas de colageno em fémures de
coelhos através da analise do tecido 6ssec que era formado ao redor de implante
intra-medular colocado nos animais apos a fratura do osso. Para isso, dois grupos de
animais foram utilizados; em um dos grupos, apenas o implante era colocado; no
outro, ¢ implante era cercado pela membrana isolando-o dos tecidos moles
circunjacentes. Seis dias apds a cirurgia, os animais foram sacrificados e constatou-
se, através de microscopia eletrOnica, que os implantes que continham a membrana
apresentavam maior quantidade de osso ao seu redor, enquanto no grupo controle,

menor quantidade de osso foi observada.

Em virtude da sua boa biocompatibilidade e capacidade de cicatrizagdo, as
membranas de colageno tém sido muito utilizadas na Medicina e na Odontologia.
Fazendo uma revisdo sobre a utilizagdo destas membranas, BUNYARATAVE] &
WANG (2001), observaram que na regeneragfo tecidual gwada, as membranas de
coldgeno sdo comparadas as membranas ndo absorvivels, inclusive com as

membranas de EPTF-e que sio, dentre as ndo absorviveis, as que oferecem melhores
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resultados. Porém recomenda-se que mais avaliagdes clinicas sejam realizadas para

sua utilizagdo na pratica médica.

Com o objetivo de comparar a eficacia de membranas absorviveis ¢ ndo-
absorviveis, DUPOIRIEUX et al. (2001), realizaram um estudo em ratos divididos
em grupos de 10 animais da seguinte maneira; grupo 1, onde se usou membranas de
politetrafluoretileno (Gore Tex); grupo 2, onde se usou membranas de poliglactina
(Vicryl); e grupo3, onde se usou membranas de colageno ( extraido de casca de
ovo). No cranio de todos os animais foram criados defeitos bilaterais com 6 mm de
largura, adaptando-se as membranas nos defeitos do lado direito. Os animais foram
sacrificados 60 dias apés a cirurgia e analises histologicas e radiograficas realizadas.
No grupo 1, uma cicatrizagdo Ossea parcial foi observada em 7 dos 10 animais. Nos
outros 3, a cicatrizacio fo1 total. No grupo 2, ndo houve cicatrizagio ou foi minima
em 7 dos animais ¢, nos outros 3 animais, ela foi parcial. Finalmente no grupo 3,
ndo se observou cicatrizacio ou ela foi minima em 9 dos 10 animais analisados;
cicatrizagdo parcial foi encontrada somente em 1 animal. Esses resultados sugerem
que somente as membranas nio-absorviveis sdo favoraveis e que a estrutura da

membrana € mais importante que sua composigio.

Em 2001, OWENS & YUKNA, estudaram o tempo de reabsor¢do de
membranas de colageno fixadas no palato duro de cachorros. Trés marcas de
membrana foram analisadas e permaneceram por 1, 2, 3 ou 4 meses na boca dos
animais. Através de analise histologica observou-se que 1 més apds o implante,
havia uma degradacdo que variou de leve a moderada em todas as membranas; apos
2 meses, todas as membranas apresentavam degradagfio variando de moderada a
severa, com excegdo das membranas derivadas de colageno humano, que

apresentavam-se levemente degradada. Apos 3 meses de implantagdo, todas as
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membranas apresentavam degradacdo severa ou eram dificilmente identificadas.
Quatro meses ap0s a cirurgia, as membranas encontravam-se Sseveramente
degradadas ou estavam totalmente ausentes. Com a perfuracdo gradativa das
membranas, a penetragdo de vasos sangiiineos variou de leve a moderada enquanto
reacdo inflamatoria foi observada somente em duas amostras. Estes resultados
mostram que a4 aplicacdo de membranas a base de colageno sfio bastante
satisfatorios, pois permanecem tempo suficiente para evitar a penetragdo de tecidos

circunjacentes.
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MATERIAIS E METODOS

Para verificar a influéncia de uma membrana de colageno associada a extrato
etandlico de propolis (EEP) a 10% na reparagio de fraturas com perda de substincia
dssea, foram utilizados 60 ratos albinos Wistar, do sexo feminino, com idade média
de 50 dias. Em todos os animais, foi realizado o seguinte procedimento cirfirgico nos
membros posteriores: ressec¢do de um fragmento de 3,5 milimetros da diafise da
fibula ao nivel da unido do terco proximal com o tergo médio. No membro posterior
esquerdo, no local da falha 6ssea, foi implantado um fragmento de membrana de
colageno da marca Protape (Pro-line). No membro posterior direito, foi realizado

somente a resseccdo do fragmento dsseo.

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais, contendo cada
grupo, 20 ratas, nos quais foram realizados os seguintes procedimentos:
Grupo 1: Perna esquerda - ressecgfio Ossea com implantacdo da membrana de
colageno embebida com EEP a 10 %;
Perna direita - somente ressecgdo dssea.
Grupo 2: Pema esquerda - ressecglo Ossea com implantagdo da membrana de
colageno embebida em 4lcool a 80%;
Perna direita - somente ressecgéo Ossea.
Grupo 3: Pema esquerda - ressecgdo Ossea com implantagdo da membrana de
colageno embebida em solugdo fisiolégica;

Perna direita - somente ressecgo Ossea.

Dez animais de cada grupo foram sacrificados 14 e 28 dias apds a cirurgia.
No momento do sacrificio, o animal foi anestesiado para se proceder a coleta de

sangue utilizado na dosagem sérica da enzima fosfatase alcalina, cujos niveis acham-
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se aumentados em situacdes onde existe trauma Osseo, uma vez que ela participa do
processo de cicatrizagdo 0ssea. Apds a coleta do sangue, o ventriculo esquerdo foi
mjetado com 30 mi. de paraformoldeido para a fixa¢ho dos tecidos por perfusio.
Apds o sacrificio, os membros posteriores, esquerdo e direito foram isolados e
colocados na mesma solugdo fixadora por mais 24 horas, para se completar o

processo de fixagéo.

A seguir, as fibulas foram radiografadas utilizando-se peliculas periapicais
com tempo de exposi¢do aos raios x de 0,8 segundos. As fibulas foram entdo
dissecadas e descalcificadas em solugio de acido formico e citrato de sodio 20%
(1:1). Apés a descalcificagdo os ossos foram desidratados e incluidos em blocos de
parafina. Posteriormente foram realizados cortes longitudinais, semi-seriados, com 7
micrometros de espessura, da fibula inteira. Esses cortes foram corados em

hematoxilina e eosina (HE) .

Em todos os animais tornou-se necessario manter um pouco de tecido
muscular adjacente a fibula para se evitar a perda do material existente no local da

perda éssea durante o processamento histolégico.
Origem da prépolis
As amostras de propolis bruta (tiras de propolis) foram coletadas por

raspagem das paredes internas das colméias de abelhas Apis millifera, na regido sul
do Estado de Minas Gerais (Brasil), na cidade de Pouso Alegre.
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Preparaciic do extrate etandlico de propelis (EEP) 10%

Na extragdo da prépolis, 10 gramas de propolis bruta foram trituradas em
ligiidificador, homogeneizadas e peneiradas. Esta propolis em p6, pesada em
balanca analitica, foi transferida para um Backer onde foi adicionado inicialmente,
50 ml de etanol a 80% . Hsta mistura foi colocada em banho de dgua termostatizada
a 70° C., por 35 mimutos. A literatura prescreve um tempo de 30 minutos, porém os 3
minutos extras foram necessarios para que houvesse um equilibrio das temperaturas
entre a agua e a solugfo de prépolis. Apos este tempo, a solug8o foi centrifugada a
8800 rpm x g, por 10 minutos a 20° C. Em seguida adicionou-se mais 50 ml de
etanol ao restante da propolis bruta, levando novamente em banho de agua
termostatizada por mais 35 munutos e, novamente, & centrifugacdo nas mesmas
condi¢fes anteriores. O sobrenadante obtido, que € o extrato etandlico de propolis a
10% utilizado, foi armazenado em um frasco 4mbar, para se evitar a interferéneia da

fuz em alguns constituintes fotossensiveis da propolis.

Método de administracio do EEP 2 10 %

A administracio do EEP a 10% no local da perda dssea foi feita através de
um fragmento de membrana de coldgeno da marca Protape (Pro-Ling) embebido
com o extrato. Esta membrana ¢ muito utilizada na Periodontia, em intervengdes
onde se realiza a chamada regenerecio tecidual guiada, em que sua funcéio € evitar a
entrada de tecidos moles, impedindo o crescimento do osso. O fragmento da
membrana utilizado media, aproximadamente, 7 x 5 mm (figura 9) e, antes de ser
mserido no local da perda éssea, foi embebido, com o auxilio de uma micropipets,
em 15 ul do EEP a 10% (grapo 1). Este fragmento permaneceu 5 minutos sobre uma

placa de vidro para a evaporagfo do dlcool contido no exirato.
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Nos outros dois grupos analisados, 8 membrana foi embebida em 15 pl de

etanol a 80 % (grupo II) e em 15 pl de solugfio fisioldgica (grupo II), antes de serem

implantados na regifio da falha 6ssea.
Coleta do sangue ¢ método utilizado na anilise enzimatica

A fosfatase alcalina por ser uma enzima que participa do processo de
regeneragdo do o0sso, estd geralmente aumentada quando existe trauma dsseo. A
coleta do sangue para sua andlise foi realizada antes do sacrificio dos animais. Apds
a anestesia, procedeu-se a abertura do torax para exposi¢do do coracfio. Com auxilio
de uma agulha pediétrica acoplada em tubo vacutiner siliconizado, retirava-se
aproximadamente 7 ml de sangue do 4trio direito (figuras 1, 2 e 3). Para se proceder
a analise da fosfatase alcalina, utilizou-se do método de Roy modificado (método
cinético colorimétrico - ANALISA DIAGNOSTICA LTDA), através do qual, a
fosfatase alcalina do soro hidrolisa o substrato de timolfialeina monofosfato,
liberando timolfialeina e fosfato inorglnico. Pela adig8o de alcali, a agfo enzimadtica
¢ inibida e a timolitaleina adquire cor azul, cuja absorbincia ¢ medida

fotometricamente.

Figura 1- Torax exposto pra coleta de sangue




Figura 2- cavidade toracica aberta para exposi¢iio do coracfio (seta)

Figura 3- Coleta de sangue do atrio direito
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Técnica cirirgica para remocés do fragmente das fibulas ¢ realizacio do

implante da membrana de colagens

Para a remogdo dos fragmentos da fibula, os animais foram anestesiados
através de injegdio intra-peritoneal de wma mistura de cloridrato de cetamina
(Ketalar® - 50 mg/mi} e cloridrato de ﬁaﬁn& (Rompum’ - 2 g/ 100ml), 1:1, na dose
de 0,25 ml/ 100g de peso. Em seguié'ai; 116 local da cirurgia, foi realizada a tricotomia
¢ a assepsia com PVPI (figura 4a). Foi feita uma incisfo na face lateral da perna do
animal (figura 4b) utilizando-se de cabo de bisturi niimero 3 ¢ lamina nimmero 11, Os
tecidos subcutdneos foram afastados para a visualizagdo do plano fascial. A fascia
muscular foi incisada e os masculos cuidadosamente afastados para a exposigdo da
fibula (ﬁgﬁia 5). Ao nivel da unific do tergo proximal com o tergo médio da diafise,
foi retirade um fragmento de 3,5 milimetros de osso {figura 6a ¢ 10), medido com ¢
auxilio de régua endoddntica milimetrada (figura 9). A seccfo da fibula foi realizada
cuidadosamente com um alicate de cuticula, com a preocupagio de traumatizar o
minimo possivel e evitar, sobretudo, lascar a extremidade seccionada. Desta forma,
restaram sempre dois fragmentos ou cotos de osso, um proximal ¢ outro distal, sendo
que este ultimo compreendia uma parte do tergo médio e o tergo distal da diafise da
fibula (figura 10). Apds a resseccio, a membraﬁ& de colageno embebida no EEP a
10 % {grupo 1), ou em etanol a 80 % (grupo 1) ou em solugdo fisiolégica (grupo D)
fo1 implantada no local da falha Ossea entre as extremidades dos fragmentos
proximal e distal (figura 6b), enrolada sobre si mesma e fixada com fio de sutura de
poligiacting 910 (vicryl) 6.0 em cada extremidade. Assim, a membrana de colageno
envolveu as duas extremidades dos cotos e formou-se um tubo no local onde fos

retirado o fragmento de osso (figuras 7a ¢ 7b).
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Todo este procedimento cirtrgico foi realizado sob irrigac8o com solugfo
fisiol6gica para evitar a necrose dos tecidos no local. Os musculos, fascia e tecidos

subcutidneos foram entfio reposicionados ¢ a pele era suturada (figuras 8a e 8b).

Figura 4- Tricotomia (a) ¢ incisdo (b) da face lateral da perna esquerda.

Figura 5- Afastamento do tecido muscular (a) ¢ exposigio da fibula (b- seta).




Figura 6- Defeito 6sseo de 3,5 mm entre os tercos proximal e médio da diafise (a)-

seta; ¢ adaptacfio da membrana no defeito 6sseo (b)- seta.

Figura 7- Notar a membrana fixada ao coto proximal (a)- seta; membrana fixada nos

cotos proximal ¢ distal formando um tubo (b)- seta.

Figura 8- Reposi¢éo de tecido muscular (a); sutura (b)
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Figura 9- fragmento da membrana de coldgeno com 7 x 5 mm. de 4rea (seta).

Figura 10- Representacdo esquemdtica da regifio da diafise da fibula onde foi

retirado 3,5 mm. de osso.

A fibula direita, onde nfo se realizou o implante da membrana de colageno,
mas apenas a ressecglo de um fragmento de 0sso, com as mesmas dimensdes, serviu
como conirole para verificar se ocorria ou ndo a regenerac@io esponténea das fibulas

guando ocorre a remogfio de um fragmento 6sseo na extensfo padronizada.
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RESULTADOS

As amostras obtidas neste estudo foram submetidas a analises radiograficas,
bioquimica ¢ histolégica. Bioquimicamente se analisou a presenca da enzima

fosfatase alcalina no sangue dos animais.

N&o foram feitas analises macroscopicas das amostras com o objetivo de se
evitar qualquer dano ao material e preserva-lo para o processamento histoldgico.
Tomou-se também conveniente, deixar uma certa quantidade de musculo fixado ao

0sso na regido onde foi criado o defeito dsseo.

Os resultados radiograficos foram avaliados considerando-se a reconstituigo
total ou parcial das fibulas esquerdas (tratadas com a membrana) ¢ direitas (ndo
tratadas com a membrana). Avaliou-se também se houve um crescimento ou
reabsorgdo dos cotos proximal e distal nas amostras que n#o apresentaram
regeneragdo total das fibulas. Como o defeito dsseo criado foi de 3,0 a 3,5 mm de
comprimento, optamos por considerar regeneradas as fibulas cujas radiografias

apresentavam na sua didfise, uma falha de 1 mm.

ANALISE RADIOGRAFICA

Os dados numéricos das andlises radiograficas de todos os animais estfio
representados na tabela I. Os valores permitem observar que a taxa de regeneragéo
das fibulas tratadas ou nfo com a membrana de coldgeno, foi bastante baixa, sendo
neste ultimo grupo ainda mais baixa. A figura 11 mostra o aspecto radiografico de

uma fibula regenerada e de uma fibula ndo regenerada 28 dias apoés a cirurgia.
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ANIMAIS SACRIFICADOS 14 DIAS APOS A CIRURGIA

GRUPO I (membrana de coligeno associada a EEP 10%)

Das 10 fibulas esquerdas analisadas neste grupo, duas apresentaram
regeneragdo total. Nas outras 08 fibulas nfio regeneradas, observou-se um
crescimento do coto proximal €, com relagdo ao coto distal, nio foram observadas
alteragGes radiograficas marcantes. Quanto as 10 fibulas direitas (sem membrana)
analisadas neste grupo, nenhuma delas apresentou regeneragdo total. Com excegéo
de uma fibula, todas elas apresentaram um leve crescimento do coto proximal.
Porém, com relagfio ao coto distal, em 08 fibulas observou-se que havia sinais de
reabsor¢do Ossea, enquanto que para as outras duas, nada ocorreu nesta regido do

osso. Os valores numéricos podem ser visualizados na tabela 2.

GRUPO I (membrana de coligeno associada a etanol 80 %)

Dos 10 animais analisados neste grupo, 2 apresentaram suas fibulas esquerdas
totalmente regeneradas, 1 animal apresentou a fibula direita regenerada e em outro
animal, as fibulas direita e¢ esquerda estavam totalmente regeneradas. Assim
obtivemos neste grupo, a regeneragdo total de 3 fibulas esquerdas e 2 fibulas direitas
(sem membrana). Nas outras 7 fibulas esquerdas, pdde-se observar que houve
crescimento do coto proximal e nenhuma alteragdo visivel no coto distal. Das 8
fibulas direitas ndo regeneradas, 4 apresentaram um crescimento no coto proximal
enquanto as outras 4 ndo mostraram nenhuma alteragfio. O coto distal por sua vez
apresentou sinais de reabsor¢do em 7 fibulas e na remanescente, nada ocorreu. Os

valores numéricos podem visualizados na tabela 3.
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GRUPQ III (membrana de coligeno associada a selucio fisiolégica)

Dos 10 animais analisados neste grupo, 2 apresentaram regeneragio total das
fibulas direita e esquerda. Nas 8 fibulas esquerdas ndo regeneradas, todas
apresentavam um crescimento no c¢oto proximal e nenhum sinal de reabsorgdo foi
visualizado no coto distal. Nas 8 fibulas direitas ndo regeneradas, 5 apresentaram
sinal de crescimento ésseo no coto proximal enquanto as demais ndo sofreram
nenhuma alteragio neste coto. J4 o coto distal mostrou-se reabsorvido em 6 das 8
fibulas sendo que nas 2 remanescentes, nenhuma alteragfo foi observada. Os valores

numeéricos podem ser visualizados na tabela 4.

ANIMAIS SACRIFICADOS 28 DIAS APOS A CIRURGIA

GRUPO I (membrana de colageno associada a EEP 10%)

Dos 10 animais analisados neste grupo, dois apresentaram regeneragfo total
em suas fibulas esquerdas. Nas 8 fibulas esquerdas nio regeneradas foi constatado
um crescimento do coto proximal e com excegdo de 2 animais, nenhuma alteragdo
foi observada no coto distal. Das 10 fibulas direitas utilizadas neste grupo, nenhuma
apresentou regeneragdo total. O coto proximal apresentou crescimento em todas elas,
enquanto o coto distal mostrou-se reabsorvido em 7 animais. Os valores numéricos

podem visualizados na tabela 2.

GRUPQ I (membrana de colidgeno associada a etanol 80 %)

Apenas 1 fibula esquerda apresentou-se totalmente regenerada nos 10

animais utilizados neste grupo. Para as fibulas esquerdas nio regeneradas, o coto
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proximal cresceu em 8 delas; em uma fibula, nio foram observados sinais de
crescimento Osseo, nem sinais de reabsorcio. O coto distal em 4 fibulas esquerdas
apresentou-se levemente reabsorvido porém nas outras 5 fibulas nada ocorrew.
Quanto as fibulas direitas, nenhuma mostrou-se totalmente regenerada. O coto
proximal mostrou sinal de crescimento em todas as fibulas enquanto o coto distal foi
parcialmente reabsorvido em todos os ossos. Os valores numéricos podem ser

visualizados na tabela 3.

GRUPO III (membrana de coldgeno associada a solucio fisiolégica)

Das 10 fibulas esquerdas utilizadas nesse grupo, 4 apresentaram regeneracio
total. Nas demais fibulas esquerdas, um crescimento do coto proximal foi observado
enquanto que no coto distal nenhuma alteracio foi observada com excecdo de 2
animais, onde o coto distal estava levemente reabsorvido. Com relacdo as fibulas
direitas, nenhuma das 10 apresentou-se totalmente regenerada. Porém em todas elas
se observou que o coto proximal estava levemente aumentado de tamanho enquanto
que em 8 fibulas havia reabsorgdo parcial no coto distal e nas outras duas, o coto
distal ndo apresentava nenhuma alteragfio. Os valores numéricos podem visualizados

na tabela 3.




71

Figura 11- Aspecto radiografico de uma fibula fotalmente regenerada
radiograficamente (a) ¢ de uma fibula ndo regenerada (b), 28 dias
apds a realizagdo da cirurgia, de uma animal pertencente ao grupo I

(membrana de coldgeno + EEP 10%); seta indica defeito 0sseo.



Tabela 1- Resultado numérico da analise radiogréfica dos animais sacrificados 14 e 28 dias apoés a cirurgia

14 Dias 28 dias
Fibula esquerda Fibula direita Fibula esquerda Fibula direita
Ne° % Ne % N° % N %
Regeneradas 7 23,33 4 13,33 7 23,33 0 0
N&o regeneradas 23 76,66 26 86,66 23 76,66 30 100
Total 30 99,999 30 99,999 30 99,999 30 100
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Tabela 2- Resultado numérico da analise radiografica dos animais sacrificados 14 e 28 dias apos
a cirurgia, tratados com membrana de coldgeno associada a prépolis (grupo D).

14 Dias 28 Dias
Fibulas esquerdas Fibulas direitas Fibulas esquerdas Fibulas direitas
Regeneradas 2 (20%) 0 2 (20%} 4]
N regeneradas 8 (80%} 10 (100%) 8 (80%) 10 (100%)
Total i0 10 10 10

Tabela 3- Resultado namérico da analise radiogrifica dos animais sacrificados 14 e 28 dias apos
a ciurgia, tratados com membrana de coligeno associada a etanol 80 % (grupo I).

14 Dras 28 Dias
Fibulas esquerdas Fibulas diretas Fibulas esquerdas Fibalas direitas
Regeneradas 3 (30%) 2 {20%) 1{10%) 0
¥ regeneradas 7 {70%) 8 (80%) 9 (90%) 10 {100%)
Total 10 10 10 10

Tabela 4- Resnltado numérico da analise radiografica dos animais sacrificados 14 e 28 dias apds
a cirurgia, tratados com membrana de coldgeno associada a solugio fisioldgica (grupo I,

14 Dias 28 Dias
Fibulas esquerdas Fibulas direitas Fibulas esquerdas Fibulas direitas
Regeneradas 2 (209%) 2 (20%) 4 (40%) o
N regeneradas 2 (80%) 8 (80%) 6 (60%) 10 (1009%)

Totat 10 10 14 10
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ANALISE BIOQUIMICA

Esta analise consistiu em verificar a dosagem sérica da enzima fosfatase
alcalina presente nos animais submetidos ao experimento. Os valores obtidos pelos
testes de fotocolorimetria sio mostrados nas tabelas 5 e 6. Os dados constantes
nestas tabelas foram submetidos a analise estatistica aplicando-se o teste de Andlise
de Varidncia (ANOVA) considerando-se como varidveis o material que foi
introduzido no defeito 6sseo (membrana de coldgeno + EEP 10 %; membrana de
colageno + etanol 80 %; e membrana de colageno + solugdo fisiologica) e o tempo
gasto até o sacrificio dos animais (14 dias e 28 dias). Optou-se por utilizar nivel de
significancia de 5 % (0,05).

Os valores de referéncia para se proceder & comparagio foram obtidos a partir
do sangue de 10 animais sadios que ndo foram submetidos a qualquer tipo de
intervencfio. Para a coleta de sangue destes animais foram utilizados os mesmos
procedimentos aplicados na obtengfio de sangue dos animais experimentais. Os

valores obtidos foram enquadrados dentro do seguinte intervalo:

REFERENCIA = 23,51 —> 45,97

Quando os valores encontravam-se além deste intervalo (> 45,97) admitia-se

que os niveis séricos da enzima fosfatase alcalina estavam elevados.

De acordo com as tabelas 5 e 6, pode-se observar que a enzima encontra-se
mais ativa nas fases iniciais do processo de consolidagdo de fratura, reduzindo
gradativamente sua attvidade, j& que a média das dosagens obtidas aos 14 dias foi

maior que os 28 dias apos a cirurgia.
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* Comparaciio dos valores da fosfatase alcalina entre os animais

sacrificados 14 dias apés a cirurgia.

Os dados numeéricos obtidos podem ser visualizados através da tabela 7.
Quando se comparou os resultados entre os grupos I e I, temos que Te < T#,
consequentemente, as diferengas encontradas entre as médias dos dois grupos ndo
apresentam diferengas estatisticamente significativas ao nivel de 5 %. Estes mesmos
resultados foram encontrados quando se fez comparagio entre as médias dos grupos

11 e I e entre as médias dos grupos I e III, ndo havendo diferengas estatisticamente

significativas.

Neste grupo, 15 animais apresentaram os valores acima do intervalo de
referéncia ( 7 animais no grupo I; 6 animais no grupo II; e 2 animais no grupo II),
sugerindo-se o aumento da atividade enzimatica nas fases mais iniciais no processo

de consolidagdo de uma fratura.

* Comparacio dos valores da fosfatase alcalina entre os animais sacrificades

28 dias apés a cirurgia

Os dados numeéricos obtidos podem ser visualizados através da tabela 8.
Quando se fez a comparagdo entre os grupos I e II, ndo foram encontradas diferengas
estatisticamente significativas, pois temos que Tz < T*. Estes mesmos resultados
foram encontrados quando a comparagdo foi realizada entre os grupos Il ¢ Il ¢ entre

os grupos I ¢ 111, ndo sendo encontradas diferengas estatisticamente significativas.
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* Comparacio entre os grupos de animais sacrificados 14 dias e 28 dias

apés a cirurgia

Dos 30 animais que foram sacrificados 14 dias apds a cirurgia, os valores
brutos da fosfatase alcalina foram mais elevados em relacdo aos valores dos animais
que foram sacrificados 28 dias apos a cirurgia. Isto permite sugerir que existe um
diminui¢do da atividade da enzima que parece estar relacionada diretamente com o

tempo.

Quando se fez uma comparacdo das médias obtidas no grupo I entre os animais
sacrificados 14 e 28 dias apos a cirurgia, temos que Te > T%; logo, isto mostra que
as diferencas nas médias sfo estatisticamente significativas, sugerindo-se que o EEP
a 10 % estimulou um aumento na atividade da fosfatase aicalina. Porém, quando a
comparacgdo foi realizada entre os grupos II e III, entre animais sacrificados 14 ¢ 28
dias apdés a cirurgia, nio foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas, sugerindo-se que o etanol a 80 % e a solugdo fisioldgica ndo

interferem na atividade enzimatica (tabela 9).

Tabela 5- Valores da fosfatase alcalina (14 dias)

GRUPO | GRUPO il GRUPO il
4016 54,23 44,26
406 59,21 39,18
56,57 30,63 44,08
45,76 31,37 29,38
56,02 36,27 75,61
53,87 57,39 56,47
53,26 63,82 33,52
47,35 33,97 41,02
60,44 50,14 3279
55,44 60,58 38,67

509,47 477,861 434,98




Tabela 6- Valores da fosfatase alcailina {28 dias)

GRUPO GRUPO Il GRUPO I}
3643 30,71 19,57
51,57 53,93 34,99
38,21 47 42 308
3045 31.51 36,96
3298 63,2 44 41
28,82 20,08 31,22

469 28,14 31,37
46,98 48,38 43,77
54 .48 43,62 55,14

364,82 356,97 328,03

Tabela 7- Comparagio dos valores da fosfatase alcalina
em animais com 14 dias pds-cirurgia

Tell el Te
Fe  3,547306 1,0533 3,736405
F 2,19 2,19 2,19
82 112,3727 179,9945 117,0457
Te 0,672 0,7105 1,5395
T™ 1,734 1,734 1,734

* Nivel de significdncia de 5% (0,05)

Tabela 8- Comparagho dos valores da fosfatase aicalina
em animais com 28 dias pos-cirurgia

iell il el fehi

Fe 1,6457 1,4283 1,1522
F* 2,35 235 235
s? 120.6896 127,6334 98,17733
Te 0,17957 0,604671 0,8756
™ 1,746 1,746 1,746

* Nivel de significancia de 5% (0,05)

Tabela 9- Comparacgao dos vaiores da fosfatase alcalina
entre 0s grupos com 14 e 28 dias pos-cirtrgico

Grupo | Grupo il Grupo i
Fe 1,345943 1,1676 1,75671
F* 223 2,23 223
8% £9,09002 163,4741 147,2339
Te 2,7261 1.3785 1,2647

™ 1,74 1,74 1,74
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ANALISE HISTOLOGICA

Animais sacrificados 14 dias apés a cirurgia

Dos trinta animais sacrificados 14 dias ap6s a cirurgia, quinze tiveram suas
fibulas direitas e esquerdas processadas para a analise histolégica, sendo cinco
animais de cada grupo. Entretanto, as fibulas que radiograficamente apresentavam-se
regeneradas (sete fibulas esquerdas e quatro fibulas direitas) nio foram submetidas a

analise histologica.

1- Animais do grupo I

Dos dez animais utilizados neste grupo, cinco tiveram suas fibulas esquerdas
e direitas processadas para a anilise histolégica, desde que nfio apresentassem

regeneragdo Ossea radiografica.

* Aspecto Histolégico das Fibulas Esquerdas (Membrana de Coligeno

Associada i prépolis).

Pela analise histolégica pode-se observar que a membrana de coldgeno
implantada ainda ndo estava totalmente reabsorvida, porém em varias regides,
haviam pequenas perfuragdes que indicavam sinais de absorcdo. Pode-se observar
também que a membrana foi eficiente em impedir a entrada de tecidos moles,
especialmente tecido muscular, para o interior do defeito 4sseo {figura 12). Ndo se
observou sinal de reagdo inflamatoria aguda, pois uma pequena quantidade de

células comuns a resposta inflamatéria foram encontradas na regido, provavelmente
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para reabsorver a membrana implantada. Este resultado indica que a membrana de

colageno utilizada neste estudo foi muito bem tolerada pelos tecidos.

Nio foram encontradas no centro do defeito dsseo, areas de cartilagem. o que
se deve esperar num processo de regeneragfio Ossea de ossos longos. Em poucos
animais, pequenas ilhas de tecido cartilaginoso foram observadas na regido do coto
proximal, mostrando, talvez, a tentativa de formacfio de um calo de cartilagem para a
unifo dos dois fragmentos (figura 13). Observou-se pequena alteragdo na espessura
do peridsteo e também uma consideravel proliferacio celular proveniente da medula
Ossea. Estes dados permitem que se sugira uma alteragio no processo normal de
regeneracdo Ossea onde existe a prévia formacdo de cartilagem e substitui¢do por
tecido dsseo (ossificag@io endocondral), uma vez que cartilagem nfio foi normalmente
encontrada. Aparentemente, o tecido "cicatricial” que se forma, vai, aos poucos,
sendo substitnido por osso pela chegada de células mesenquimais indiferenciadas
através de vasos sangiiineos neoformados, a partir do periosteo ou a partir da grande

quantidade de células que chegam ao centro do defeito provenientes da medula 6ssea
(figura 14).

Foram também observadas na regiio de cicatrizacio, éareas de intensa
basofilia, provavelmente representando remanescentes da membrana de colageno,
rodeadas por células, cujo aspecto morfolégico lembram muito osteoblastos ou
células osteoprogenitoras. Nestas areas basofilas parece estar ocorrendo deposigdo
de novo tecido Osseo, utilizando os fragmentos de membrana como suporte (figura
15). Também foi possivel observar na periferia da membrana, uma barreira de
células apoiada sobre ela que certamente parece ter sido suficiente para impedir

entrada de tecidos moles na area de regeneracdo (figura 16).
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Os resultados radiograficos indicaram um crescimento do coto proximal e
absorgéo do coto distal o que foi confirmado pela deposig@o de novo tecido dsseo na
extremidade do coto proximal e sinais de reabsorcdo Ossea no coto distal, pela

visualizagdo de 0sso necrdtico € osteoclastos na regido (figura 17).

Aspecto histolégico das fibulas direitas

Nas fibulas direitas somente a fratura foi realizada, ndo havendo a implantagdo
de membrana de colageno no defeito. Das dez fibulas direitas utilizadas neste grupo,

nenhuma apresentou regeneragio radiografica.

Nestas fibulas, observava-se claramente que ha uma grande invasio de tecido
muscular na area correspondente ao defeito Osseo, o que muito provavelmente,
impediu a regeneracfo oOssea (figura 18). Na regific correspondente ao coto
proximal, observava-se proliferacdo celular, principalmente proveniente da medula
Ossea, provavelmente ndo evoluida pela presenga do tecido muscular, que
funcionava como uma barreira mecénica para as células da medula. Ja no coto distal,

vé-se areas de 05so necrotico, com presenca de osteoclastos e reabsorgdo ossea

Estes resuitados vém confirmar a analise radiografica que mostrou a ndo
regeneracdo das fibulas direitas com leve crescimento do coto proximal e reabsorgdo

no coto distal.
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Figura 12- Aspecto histologico de uma fibula esquerda tratada com membrana de
coldgeno associada a EEP 10 %, de um animal sacrificado 14 dias apés
a cirurgia. A por¢do & esquerda mostra o coto distal (CD), enquanto a
direita vé-se o coto proximal (CP). As setas indicam as bordas da
membrana mostrando sua eficiéncia em evitar a entrada de tecidos

moles na regido do defeitc. Aumento de 20 x.

Figura 13- A- Aspecto histologico de uma fibula esquerda tratada com membrana
de coldgeno associada a EEP 10 % de um animal sacrificado 14 dias
ap6s a cirurgia mostrando coto proximal (CP) 4 esquerda. A direita do
coto proximal, observa-se uma pequena ilha de cartilagem. Aumento de
80 x. B~ llha de cartilagem em maior aumento (IC) e fragmentos da

membrana em reabsorcfo (FM). Aumento de 150 x.
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Figura 14- Aspecto histoidgico de uma fibula esquerda tratada com membrana de coldgeno
associada a EEP 10 % de um animal sacrificado 14 dias apds a cirurgia; notar a
proliferacio celular proveniente da medula 6ssea (MO) para dentro da 4rea de
fratura (IM); (CP)- coto proximal; mais inferiormente, notar uma pequena itha

de osso necrético (). Aumento de 110 x.

Figura 15- Areas baséfilas no centro do defeito (setas) indicando possiveis locais

onde esteja ocorrendo deposigdo de tecido ésseo. Aumento de 850 x.
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Figura 16- Barreira de células (setas) criada na periferia da membrana em uma
fibula esquerda tratada com membrana de coldgeno associada a EEP
10% de um animal sacrificado 14 dias apds a cirurgia. Aumento de 865

X.

Figara 17- Aspecto de uma fibula esquerda tratada com membrana de colageno
associada a EEP 10 % de um animal sacrificado 14 dias apds a
cirurgia. A- regifio do coto proximal (CP); notar células da medula
6ssea (MQ) invadindo o defeito 6ssec (IM) e regifio de deposiclio de
novo osso (k). Aumento de 140 x; B~ Regido do coto distal com sinais

de reabsorcfo (F); aumento de 90 x.
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Figura 18- Aspecto histolégico de uma fibula direita de um animal do grupo I sacrificado
14 dias apos a cirurgia. A- Extremidade do coto proximal (CP); tecido
muscular (TM); aumento de 20 x; B- Extremidade do coto distal (CD); tecido
muscular (TM). Aumento de 20 x.
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2- Animais do grupo II

Dos dez animais utilizados neste grupo, cinco tiveram suas fibulas esquerdas
e direitas processadas para a analise histologica. As radiografias mostram que 3
animais apresentaram regeneracdo das fibulas esquerdas e duas das fibulas direitas.

Estes animais ndo foram escolhidos para a analise histologica.

Aspecto histolégico das fibulas esquerdas (membrana de coligeno associada a
etanol a 80 %)

A membrana de colageno implantada apresentou-se perfurada em
praticamente toda sua extensdo, indicando sinais de reabsor¢do, porém sem sinais de
reacdo inflamatoria aguda na regifio. Um fato importante observado foi que a
membrana associada ao etanol 80 % sofreu uma espécie de "encolhimento” para o
interior do defeito dsseo tornando-se inadequada para barrar o tecido muscular

adjacente (figura 19).

O tecido cartilaginoso encontrado, se restringiu a pequenas ilhas de
cartilagem que apareceram, na maioria das vezes, em inoma relagio com o coto
proximal remanescente, o que provavelmente indicou uma tentativa de formacfo de

un calo cartilaginoso com o objetivo de unir os dois cotos da fratura (figura 20).

No coto proximal, observa-se ainda uma pequena deposigio de tecido Osseo,
porém no coto distal existem dreas com 0Sso necrotico ¢ presenca de alguns
osteoclastos, indicando reabsor¢do Ossea na regifio (figura 21). Estes resultados

confirmam a andlise radiografica, mostrando que houve crescimento do coto
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proximal e reabsor¢do do coto distal nas fibulas que nfio apresentaram regeneracgio
total.

Aspecto histolégico das fibulas direitas

Como nas fibulas direitas do grupo 1, houve um crescimento do coto proximal
(figura 22), porém grande quantidade de tecido muscular invadiu a area
correspondente ao defeito 6sseo, impossibilitando assim, o crescimento do 0sso
(figura 23). No coto distal eram visiveis areas de osso necrético (figura 23 B), sinais
de reabsorgdo ¢ a presenga de osteoclastos. Estes resultados concordam com a
analise radiografica, onde se pode observar crescimento no coto proximal e
reabsor¢do no coto distal na maioria das fibulas direitas. Também na extremidade do
coto distal foi possivel observar as células se propagando para o interior do defeito

0sseo que estava invadido por tecido mole (figura 23 A e B).
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Figura 19- Aspecto histolégico de uma fibula esquerda tratada com membrana de colageno
associada a etanol 80 % de um animal sacrificado 14 dias apds a cirurgia. As
setas indicam "encolhimento" da membrana para o interior do defeito. (CP)-

coto proximal; (TM)- tecido muscular. Aumento de 25 x.

Figura 20- Areas de cartilagem nas adjacéncias do cote proximal de uma fibula tratada com
membrana de coligeno associada a dlcool 80 % de um animal sacrificado 14
dias apOs a cirurgia. (CP)- coto proximal, (IC)- ilha de cartilagem neo-

formada. Awmento de 115 =
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Figara 21- A- Aspecto histologico do coto distal de uma fibula esquerda tratada com
membrana de coldgeno associada a etanol 80 % mostrando osteoclastos (OC)
na sua superficie (aumento de 20 x); B- Coto distal em maior aumento; as setas
indicam, osteoclastos reabsorvendo o osso; osso necrético (¥F); aumento 150

X,

Figura 22- Aspecto histologico de uma fibula direita de animal do grupo II sacrificado 14
dias apos a cirurgia. A- coto proximal (CP) mostrando novo tecido Osseo
depositado (¥¢);(aumento de 100 x). B- coto proximal {CP) em maior aumento
mostrande ¢ tecido recém-depositado (v%); aumento de 150 x. As setas

mndicam peridsteo .
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Figura 23- Aspecto histologico de uma fibula direita de um animal tratado com membrana
de coldgeno associada a etanol 80 %. A- coto distal (CD), mostrando tecido
mole logo a sua frente; observar tecido muscular (TM); (aumento de 20 x). B-
coto distal (CD) com células em sua extremidade {entando se propagar para ¢

defeito Osseo (seta); observar osso necrético (¥); (aumento de 100 x).
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3- Animais do grupe Il

Dos dez animais utilizados neste estudo, cinco tiveram suas fibulas esquerdas
¢ direitas processadas para a andlise histolégica. Duas fibulas esquerdas e duas
fibulas direitas apresentaram-se radiograficamente regeneradas (20 %), sendo

portanto excluidas desta andlise.

Aspecto histologice das fibulas esquerdas (membrana de coldgeno associada 3

solucio fisiolégica)

Como no grupo I, a membrana de coldgeno implantada na regifio do defeito
Osseo, ainda ndo estava totalmente reabsorvida, porém em varias regides, haviam
pequenas perfuracdes que indicavam sinais de absorgic (figwas 24 ¢ 25). A
membrana associada & soluc@o fisiolégica mostrou-se eficiente no sentido de
impedir a entrada de tecidos moles, especialmente tecido muscular para o interior do
defeito Osseo. Aparentemente, a membrana embebida em solugfo fisiologica foi a
qgue melhor sustentou o tecido muscular ao redor do defeitc Osseo (figura 24).
Também nfio foram encontrados sinais de reacfio inflamatéria aguda, mas apenas
pequena quantidade de células comuns na resposta inflamatéria eram encontradas na
regifio, provavelmente com o objetivo de reabsorverem a membrana implantada.
Também como nos animais do grupo 1, uma barreira de células (figuras 15 ¢ 16)
pbdde ser observada nas margens da membrana, ¢ que provavelmente evitou a

invasio do defeito ¢sseo pelos tecidos moles circunjacentes.

Pode-se observar que hd um leve crescimento 0sseo do coto proximal, pela

presenca de osso recém-depositade na sua extremidade (figura 25) e sinais de
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reabsorgdo no coto distal, pela presenga de osso necrético e osteoclastos na regido
(figuras 26).

Ndo foram encontradas areas de cartilagem na regido do defeito dsseo, como
foi observado nos amimais dos demais grupos. Apenas em alguns animais, pequenas
ithas de tecido cartilaginoso foram observadas na regifio do coto proximal e no
mnterior do defeito ¢sseo (figura 27). Enquanto o peridsteo mostrou-se levemente
alterado, uma grande proliferacdo celular proveniente da medula 6ssea foi
observada. Estes dados também nos permitiu sugerir uma alteragdo no processo
normal de regeneragdo oOssea onde existe a prévia formagdo de cartilagem e
substituigdo por tecido Osseo (ossificagdo endocondral), uma vez que cartilagem nio

foi normalmente encontrada.,

Na regido de cicatrizagfio, como no grupo I, foram observadas areas de
intensa basofilia, provavelmente representando remanescentes da membrana de
colageno. Estas areas estavam rodeadas por células cujo aspecto morfoldgico,
lembravam muito osteoblastos ou células osteoprogenitoras, o que indica a
deposigdo de tecido Osseo e a utilizago dos fragmentos da membrana como suporte

para a formagio do novo osso (figura 28).

Aspecto histolégico das fibulas direitas

Nestas fibulas, observa-s¢ claramente que hd uma grande invasio de tecido
muscular na area correspondente ao defeito 6sseo, o que provavelmente, impediu a
regeneracdo oOssea (figura 29). Na regifio correspondente 80 coto proximal, observa-
se uma tentativa de proliferacdo celular (figura 30 A), principalmente proveniente da

medula Ossea, provavelmente ndo evoluida pela barreira formada pelo tecido
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muscular (figura 30 B). J4 no coto distal, vé-se 4reas de osso necrotico (figura 30 B),
com presenca de osteoclastos e reabsorgdo. Estes resultados vém confirmar a analise
radiografica. Em alguns animais foi possivel se observar tecido cartilaginoso nos

defeitos 0sseos como tentativa de que ocorresse o processo de reparo (figura 30 B).
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Figura 24- Aspecto histologico de uma fibula esquerda tratada com membrana de colageno
associada a solucdo fisioldgica de um animal sacrificado 14 dias apés a
cirurgia, mostrando sua eficicia em evitar a entrada de tecido muscular no
interior do defeito Osseo (setas);, (CD)- coto distal; (CP)- coto proximal

(Aumento de 25 x).

Figura 25- Aspecto histolégico de uma fibula esquerda tratada com membrana de colageno
associada 2 solucdio fisiologica, de um animal sacrificado 14 dias apos a cirurgia.
A- Regifio do coto proximal (CP), mostrando a membrana comegando a se
fragmentar (FM) ¢ oma ilha de ossoc necrético (¥) na regifio; observar osso
recém-depositado em sua extremidade (¥¢); aumento de 85 x. B~ Ilha de osso

necrético {F) em maior aumento; 120 x.
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Figura 26- Regifio do coto distal (CD) de uma fibula esquerda tratada com membrana de
coldgeno associada a & solugdo fisiolégica de um animal sacrificado 14 dias

apos a cirurgia. Notar a presenca de 0sso necrotico (9); aumento de 20 x.

Figura 27- Centro do defeito Ossec de uma fibula esquerda tratada com membrana de
coldgeno associada a solugdo fisiolégica de um animal sacrificado 14 dias apos
a cirurgia. A~ Notar ilhas de cartilagem (IC) e fragmentos de membrana (M}
em teabsorglo; (aumento de 60 x). B- Maior aumento da itha de cartilagem

(IC); (aumento de 115 x).
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Figura 28- Interior do defeito dsseo de uma fibula esquerda tratada com membrana de
colageno associada 3 solugdo fisiologica de um animal sacrificado 14 dias ap6s a
cirurgia. Observar 4reas basdfilas circundadas por células semelhantes a

osteoblastos (setas). Aumento 1000 x.
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Figura 29- Aspecto histologico de uma fibula direita de um animal do grupo II sacrificado
14 dias apos a cirurgia. Observar a grande quantidade de tecido muscular (T™M)

no centro do defeito 6sseo; (CP)- coto proximal. Aumento de 30 x.

Figura 30- Aspecto histolégico de uma fibula direita de um animal do grupo Il sacrificado
14 dias apés a cirurgia. A- coto proximal (CP) com novo tecido Gsseo
depositado em sua extremidade (¢); observar uma pequena reaciio do peridsteo
(seta); aumento de 100 x. B- coto distal (CD) com osso necrético a esquerda da
figura (); observar tecido cartilaginoso (TC) na tentativa de ocorrer o Processo

de regeneracfo. Aumento de 95 x,
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Animais sacrificados 28 dias apos a cirurgia

Dos trinta animais sacrificados 28 dias apds a cirurgia, quinze tiveram suas
fibulas direitas e esquerdas processadas para a analise histologica, sendo cinco
animais de cada grupo. Entretanto, as fibulas que radiograficamente apresentavam-se

regeneradas (sete fibulas esquerdas) ndo foram submetidas a analise histologica.

1- Animais do grupo I

Dos dez animais utilizados neste grupo, cinco tiveram suas fibulas esquerdas
e direitas processadas para serem analisadas histologicamente, desde que ndo

apresentassem regeneragdo visualizada pelas radiografias.

Apenas duoas fibulas esquerdas (20 %), apresentaram-se regeneradas
radiograficamente, sendo, portanto, excluidas do processamento histoldgico,

enquanto que nas fibulas direitas ndo houve regeneragfo do osso.

Aspecto Histologico das Fibulas esquerdas ( membrana de coldgeno associada a

propolis).

A membrana de colageno implantada nédo estava totalmente reabsorvida, pois
pode-se observar dreas com resquicios dessa membrana. Pode-se notar também que
houve eficiéncia em impedir a entrada de tecidos moles, especialmente tecido

muscular, para o interior do defeito ésseo (figura 31).

Houve um crescimento do coto proximal em direcdio ao distal ocorrendo,

aparentemente, com grande participagio de células provenientes da medula Ossea e
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uma participa¢o mais reduzida do peridsteo. Em alguns animais observou-se que o
crescimento dos cotos de fratura ndo se fizeram na mesma diregéo, talvez devido a
movimentagio dos misculos inseridos no osso. Isto permite sugerir, que embora
tenha ocorrido o crescimento Osseo, provavelmente ndo ocorrera a unifio dos dois

fragmentos, o proximal e o distal.

Como observado nos animais sacrificados 14 dias apds a cirurgia, houve
deposi¢do de novo tecido Osseo no coto proximal (figura 32 A ¢ B) e sinais de
reabsorcdo Ossea no coto distal (figura 32 C), estando de acordo com os resultados

que foram obtidos radiograficamente.

Nao foram encontradas no centro do defeito dsseo, grandes areas de
cartilagem. Foi observado também em alguns animais algumas ilhas de tecido 6sseo,
sem que tivesse formagao prévia de cartilagem, podendo-se sugerir uma mudanga no

processo de ossificagio nestes 0ssos.

Fo1 possivel observar na regido do defeito, uma barreira periférica de células
que se apoiavam na membrana e que, certamente, impediram a entrada de tecidos

moles na area de regeneragio (figura 33).

Aspecto histologico das fibulas direitas

Nas fibulas direitas, onde somente se realizou a fratura, ndo havendo a
implantagio de membrana de colageno, observa-se claramente que ha uma grande
invasio de tecido muscular na area correspondente ao defeito Osseo, 0 que
provavelmente, impediu a regeneragao Ossea (figura 34). Na regifo correspondente

ao coto proximal, observa-se a tentativa de proliferagdo celular, principalmente
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proveniente da medula dssea, provavelmente nfo evoluida pela presenca de uma
barreira mecénica oferecida pelo tecido muscular, impedindo o crescimento do oss¢
(figura 35 A). Ja no coto distal, pode-se observar areas de osso necrético, com
presenca de alguns osteoclastos na regido indicando o processo de reabsorgdio Gssea.
Em alguns animais foi possivel observar a presenca de pequenas ilhas de cartilagem

na area de regeneracgfo (figura 35 B).

Estes resuitados vém confirmar a andlise radiografica que mostra a ndo
regeneragdo de nenhuma fibula direita e que na maioria delas, existe um leve

crescimento do coto proximal e reabsorgdo do coto distal.
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Figura 31- Aspecto histoldgico de uma fibula esquerda tratada com membrana de coldgeno
associada a EEP 10 %, de um animal sacrificado 28 dias apés a cirurgia. (CP)-
coto proximal; (CD)- coto distal; as setas indicam as bordas da membrana
mostrando sua eficiéncia em suportar o tecido muscular circunjacente {(Aumento
de 30 x).

Figura 32- Aspecto histolégico de uma fibula esquerda {ratada com membrana de coldgeno
associada a EEP 10 % de um animal sacrificado 28 dias apés a cirurgia. (CP)-
coto proximal; (CD)- coto distal; A- regific do coto proximal mostrando 2
direita da figura uma pequena itha de cartilagem (IC) e ao centro, restos da
membrana implantada (FM); aumento de 60 x. B- regifio do coto proximal com
areas de tecido 6sseo recém-depositado (¥¢); aumento de 100 x. C- regifio do
coto distal, observando-se & esquerda osso necrético (1) e logo a frente do

coto, osso sendo depositado (T¢); aumento de 100 x.
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Figura 33- Barreira de células criada ao redor da membrana de coliageno implantada em
uma fibula esquerda associada a EEP 10% de um amimal sacrificado 28 dias
apos a cirurgia (2 direita da figura) evitando a penetracfio de tecido muscular
{TM}. Aumento de 1000 x.
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Figura 34- Aspecto histologico de uma fibula direita de um animal do grupo I sacrificado
28 dias apos a cirurgia. (CP)- coto proximal; (CD)- coto distal. Observar a
grande quantidade de tecido mole entre os fragmentos (aumento de 25 x).

Figura 33- Aspecto histolégico de uma fibula direita de um animal do grupo I sacrificado
28 dias ap6s a cirurgia. A- Regifio do coto proximal (CP); observar tecido 6sseo
depositado recentemente (¥ ); aumento de 90 x. B- Regifio do coto distal (CD);
observar & direita da figura uma itha de cartilagem (IC) associada ao coto ¢ 2

esquerda drea com 0sso necrdtico (F); aumento de 85 x.
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2- Animais do grupo I

Dos dez ammais utilizados neste grupo, apenas um (10 %) apresentou
regeneracdo radiografica da fibula esquerda e nenhuma fibula direita mostrou-se
totalmente regenerada. Para a anélise histologica, cinco animais tiveram suas fibulas

esquerdas e direitas processadas.

Aspecto histoloégico das fibulas esquerdas (membrana de coldgeno associada a
etanol 80%)

Ainda ¢ possivel observar com 28 dias, remanescentes da membrana
implantada. Como nos animais sacrificados 14 dias apds a cirurgia, houve grande
entrada de tecido muscular no defeito dsseo, mostrando que a associagdo de alcool a

80 % danifica ¢ prejudica a fun¢éio de barreira exercida pela membrana (figura 36).

Na regido correspondente a0 coto proximal uma pequena deposigio de novo
tecido Osseo pdde ser observada, principalmente com a participagdo de células
provenientes da medula déssea, que foi prejudicada pela invasio do tecido muscular.
Ainda se observava 4reas de 0sso necrdtico no coto distal e alguns osteoclastos

reabsorvendo este tecido (figura 36 e 37).

Estes resultados mostram a ineficiéncia da membrana de colageno associada a

etanol 80 % em impedir a penetracio de tecido mole no defeito dsseo.
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Aspecto histolégico das fibulas direitas

Nestas fibulas, observou-se claramente uma grande invasio de tecido muscular
na drea correspondente ao defeito Osseo o que, provavelmente, impediu a
regeneracdo Ossea. Na regido comespondente ao coto proximal, observa-se a
tentativa de proliferacdo celular com células provenientes do peridsteo ¢ da medula
Ossea e, provavelmente, nio evoluida pela mvasdo de tecido muscular. Porém foi
possivel observar que ha deposigio de certa quantidade de tecido ésseo na regiao.
No coto distal vé-se ainda 4reas de osso necrotico e osteoclastos na regido (figura
38).

Estes resultados vém confirmar a analise radiografica que mostra a néo
regeneracfo das fibulas direitas e que na maioria existe leve crescimento do coto

proximal ¢ reabsorcdo do coto distal.
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Figura 36- Aspecto histologico de uma fibula esquerda tratada com membrana de colageno
associada a etanol 80 % em um animal sacrificado 28 dias apds a cirurgia.
Observar que a membrana (setas), foi pressionada pelo tecido muscular (TM);
observar também uma pequena ilha de osso necrdtico () e ao seu lado o fio

de sutura (FS) em reabsor¢do; aumento de 25 x.

Figura 37- Aspecto histoldgico de uma fibula esquerda tratada com membrana de colagenc
associada a dlcool 80 % em um animal sacrificado 28 dias apds a cirurgia.
Observar na regifio do coto distal (CD) osso necrético (F) sendo reabsorvido
por osteoclastos (MO) medula 6ssea; A- Aumenio de 100 x. B- Aumento de

146 =
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Figura 38 Aspecto histologico de uma fibula direita de um animal do grupo I {CP)- coto
proximal; (CD)- coto distal. A~ observar na regifio correspondente ao coto
proximal (CP), tecido 6sseo recentemente depositado {¥¢); aumento de 83 x.
B- observar também na extremidade do coto distal (CD), nova deposigiio de
tecido dsseo (¥¢). Notar o tecido muscular invadindo a drea do defeito 0sse0;

aumento de 95 x.
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3- Animais do grupe Il

Dos dez animais utilizados neste grupo, cinco tiveram suas fibulas esquerdas
e direitas processadas para a analise histologica. Neste grupo, 4 animais
apresentaram regeneracdo das fibulas esquerdas, enquanto que nenhum deles

apresentou regeneragdo das fibulas direitas.

Aspecto histoldgico das fibulas esquerdas (membrana de coligeno associada a

solucdo fisiologica)

A membrana de colageno implantada ainda ndo estava totalmente
reabsorvida, porém uma barreira de células situada na sua periferia evitou a
penetragdo de tecidos moles, especialmente tecido muscular, para o interior do

defeito ¢sseo (figura 39).

Um crescimento do coto proximal em direcdo ao coto distal pode ser
observado, aparentemente com grande participacio de células provenientes da

medula 0ssea ¢ uma menor participagdo do peridsteo (figura 39).

Nio foram encontradas no centro do defeito dsseo, areas de tecido
cartilaginoso; porém em alguns animais, pequenas ilhas de tecido dsseo puderam ser
visualizadas, sugerindo-se que o processo de ossificacfo esta ocorrendo sem que

haja formag8o prévia de cartilagem.

No centro do defeito, varias areas baséfilas foram observadas representando
regides onde, provavelmente, estaria ocorrendo aposigdo de tecido dsseo, utilizando

como apoio, os remanescentes da membrana.
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Aspecto histolégico das fibulas direitas

Nestas fibulas, observa-se claramente a invasdo de tecido muscular na area
correspondente ao defeito, o que impediu a regeneragiio dssea (figura 40). Na regifio
correspondente ao coto proximal, observa-se a tentativa de proliferagdo celular,
principalmente proveniente da medula Gssea, provavelmente nfio evoluida pela
barreira de tecido muscular. No coto distal, vé-se areas de o0sso necrético € a

presenga de alguns osteoclastos indicando o processo de reabsorgdo (figura 41),

Estes resultados corroboram aqueles obtidos radiograficamente, que mostram a
ndo regeneragdo das fibulas direitas e a existéncia de leve crescimento do coto

proximal e reabsor¢do do coto distal.
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Figura 39- Aspecto histoldgico de uma fibula esquerda tratado com membrana de coldgeno
associada a solug#o fisiologica de um anima!l sacrificado 28 dias ap6s a cirurgia.
A~ Observar a eficiéncia da membrana (seta) em evitar a entrada de tecido
muscular {TM) para dentro do defeito 6sseo; observar também na regiio do
coto proximal (CP), tecido ésseo imaturo (3¥), provavelmente proveniente de
células da medula 0ssea (MO). Notar ainda na regifio do coto distal (CD}, a

existéncia de tecido 6sseo imaturo (v¥¢). Aumento de 25 x. B- aumento de 110 x.
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Figura 40- Aspecto histologico de uma fibula direita de um animal do grupo 111, sacrificado
28 dias apds a fratura. Observar a grande quantidade de tecido muscular {T™M)
logo a frente do coto proximal (CP); (MO)- medula 6ssea. Aumento de 120 x.

Figura 41- Regifio do coto distal (CD) de uma fibula direita de um animal do grupo I,
sacrificado 28 dias apbs a fratura. A- observar a extremidade do o coto distal
rodeada por tecido muscular (TM) e uma ilha de 0sso necrético (¥); aumento
de 100 x. B- ilha de osso necrético sendo reabsorvida (%) por osteoclastos
{OC); aumento de 130 x,
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DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo para testar a capacidade de uma membrana
de colageno associada a8 EEP a 10 % em regenerar, mostraram que a taxa de
regeneragdo das fibulas onde se implantou a membrana, foi mais elevada que as
fibulas sem membrana de colageno. Porém, a taxa de regeneragdo foi baixa e isto,

provavelmente, pela grande extensdo dos defeitos 6sseos criados nas fibulas.

Viérios autores tém demonstrado na literatura as diversas propriedades
terapéuticas da propolis, destacando-se entre elas sua agdo anti-inflamtoria e
antibiotica (BANKOVA et al., 1983; HAUSTEEN, 1983; DOBROWDSKI et al.,
1991, MARCUCCL 1995; MIZOERVA & CALDER, 1996). Em nosso
experimento, ndo houve sinais de reagfo inflamatéria em nenhum dos grupos
estudados, enfretanto, ndoc podemos atnbuir esta auséncia de imnflamagio
especificamente a propolis, pois somente em um grupo ela foi utilizada. Além disso,

a concentragdo de propolis utilizada neste experimento foi muito pequena.

Além destas atividades, a propolis mostra-se com agdo cicatrizante em varios
tecidos. Para SCHELER et al. (1977), ela tem efeito de estimular ou acelerar o
processo de regeneragdo em cartilagens articulares do acetabulo e da cabega do
fémur. Nossa analise ndo foi capaz de revelar que a utilizago de propolis tenha
estimulado a producfio de tecido cartilaginoso na regifio, pois este apareceu em
pequena quantidade nas areas de cicatrizagdo e de forma proporcional nos trés
grupos de estudo utilizados no experimento, ou seja, grupo I (EEP 10 %), grupo II
(etanol 80 %) e grupo III (solugdo fisiologica). Esta divergéncia de resultados pode
ser devida a pequena quantidade de prépolis utilizada em nosso experimento (15 ul)

¢ as diferengas do meio em que a propolis foi administrada.
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Em 1978, STOJOKO et al, analisaram a influéncia do EEP a 3% na
regeneragdo de tecido 6sseo. Foi observado que com a utilizagio desta substincia,
havia uma aceleracdo no processo de formagfio do osso, constatada por analises
radiograficas. Nossos resultados ndo mostraram nenhum tipo de agdo estimulante da
propolis no processo de regeneraciio do tecido 0sseo, 0 que provavelmente ocorreu
pela pequena quantidade do material utilizado e ou pela extensdo da perda dssea
produzida. Nos trabaihos de STOJKO, foram criados defeitos circulares na
superficie do osso, sendo a perda de tecido Osseo bastante pequena e além disso, o
processo de consolidacdo do osso € diferente em um defeito de forma circular,
ocorrendo especialmente da regido central do osso em diregdo as suas partes mais
periféricas. Em nosso experimento, a acentuada perda Ossea foi acompanhada
também, pela perda de grande quantidade de peridsteo, membrana conjuntiva que
envolve perifericamente 0 0sso, relacionando-se com sua nutri¢do ¢ ¢ fundamental
para que haja o processo de consolidacdo de uma fratura (AXHOUSE, 1956;
BASSET, 1962;HAM & COMARK, 1983; BURSTEIN & CANALIS, 1985).

Quando existe uma lesdo periostal bastante extensa, ocorre uma diminuigio
na velocidade do processo de regeneragdo que tende a unir os dois cotos resultantes
da fratura. Este retardo na regeneracfo ocorre em decorréncia do trauma existente na
regido efou devido a grande quantidade de peridsteo que foi perdida quando se
produziu o defeito 6sseo (MOCK, 1928; SATOH et al., 1983). Nossos resultados
estido de acordo com estas afirmacdes, uma vez que, nos defeitos dsseos produzidos,
houve grande perda de tecido Osseo e de peridsteo (3,5 mm), dificultando ou até
mesmo impedindo gue ocorresse de forma satisfatéria o processo de consolidagdo da
fratura. Nossos resultados discordam dos obtidos por STOJKO et al. (1978) que

afirmam a existéncia de grande atividade osteogénica para o extrato etandlico de
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propolis 3%. Porém nos estudos de STJOKO, nfo ocorren perda de grande
quantidade de peridsteo.

De acordo com MOCK (1928), o peridsteo € o tecido mais importante para
promover a unido dos dois cotos da fratura e o processo de regeneracdo do osso.
Assim sendo, quando existe qualquer lesdio que comprometa o peridsteo, serd
sempre necessario fazer sua substituicdo através de enxertos provenientes de outras
regides do corpo do animal. Para o autor, o ideal ¢ que toda diafise da regido
fraturada seja completamente envolvida pelo peridsteo para que o processo de
regeneragdo da fratura possa ser favorecido. Como em nosso estudo o peridsteo foi
removido juntamente com o tecido dsseo, o processo de consolidagdo foi alterado,

retardando sua evolugdo ou contribuindo para que ndo houvesse a regeneragio.

Embora seja bastante evidente na literatura a importincia do peridsteo no
processo de consolidagdo de uma fratura, existem controvérsias quanto a sua
capacidade osteogénica, que pode ser influenciada por varios fatores. Os resultados
obtidos em nosso trabalho, puderam mostrar que até 28 dias apds a criagdo do
defeito Osseo nfo foi encontrado tecido Osseo preenchendo o defeito. Porém, no
tecido de preenchimento existente na regio do defeito, foram encontradas areas
basofilas que representavam possiveis areas de deposicdo de tecido Osseo, pois
estavam cercadas por células com grande semelhanca morfolégica de células
osteogénicas. Estas areas basdfilas podem representar também remanescentes da
membrana de colageno servindo como pontos de apoio para que o tecido 0sseo seja
depositado. Embora nfo tenha ocorrido a formagfo de tecido oOsseo, estas
observagdes indicam que provavelmente, ela poderia ocorrer num periodo mais
avancado, havendo assim, um retardo no processo de consolida¢do. Estes resultados

tornam-se¢, de certa forma, conflitantes com aqueles obtidos por AXHAUSEN
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(1909) e MOCK (1928), que afirmam que a presenca do peridsteo é fundamental
para que haja formaglo de novo tecido 6sseo. Porém, de acordo com DAVIS &
HUNNICUTT (1915), MACEWEN (1912), LERICHE & POLICARD (1926), o
periésteo ndo seria osteogénico, atuando apenas como suporte para o processo de
ossificacdo e/ou servindo como uma membrana limitante para restringir a

proliferacdo osteoblastica que ocorre na regido.

Além da grande perda periostal, varios outros fatores podem ter contribuido
para a pequena taxa no processo de regeneracdo 0ssea obtida em nosso experimento.
Dentre estes fatores podem ser citados a grande probabilidade de entrada de tecidos
moles circunjacentes para o interior do defeito o6sseo, especialmente tecido
muscular, constituindo uma obstru¢do mecénica que impediu o crescimento do osso
(MINABE, 1991; ALBERIUS & LINDE, 1992; PIATELLL et al, 1991), uma
reducgdo na vascularizagdo da regifio provocando uma diminuicdo da velocidade do
processo de consolidacfio da fratura (KING, 1976; TAKATO et al., 1986), redugio
na taxa de oxigénio na area da fratura e fatores biomecéanicos envolvidos diretamente
com o processo de regeneracdo, tais como as forgas que recaem sobre a area da
fratura, decorrentes de movimentos realizados pelo animal. A tentativa de se evitar a

entrada de tecidos moles para o mterior do defeito foi um dos objetivos deste estudo.

A tentativa de se evitar a entrada de tecidos moles para o interior do defeito
oOsseo, foi um dos objetivos deste estudo. Os demais fatores que podem interferir no

processo de regeneracdo ossea, ndo foram estudados neste experimento.

A utilizacdo de membranas de barreira tem como principal finalidade, evitar
que os tecidos moles circunjacentes a fratura, penctrem para seu interior e, desta

forma, impecam a consolidac¢do. Estas membranas sdo bastante utilizadas na prética
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médica e amplamente descritas na literatura (MURRAY, 1957, MINABE, 1991,
ALBERIUS, ef al., 1992; LINDE, et al., 1993; PIATTELLL et al., 1996; ITO, et al.,
1998; MATTSON, et al., 1999; DUPOIRIEUX, et al., 2001).

A terapia de regeneracdo tecidual guiada fem sido muito utilizada na
regeneracio de tecidos periodontais e na regeneragio 6ssea. E utilizada também para
cobrir externamente implantes realizados em alvéolos dentais com exodontias
recentes ou quando € necessario o enxerto 6sseo para propiciar suporte adequado
para estes implantes, evitando desta forma o crescimento ou invasdo de tecidos
moles na regiio (MURRAY, 1957, BLUMENTHAL, 1988; ALBERIUS, et al.,
1992; AABOE, et al., 1995; PIATTELLI, et al., 1996).

Estas membranas utilizadas como barreira para prevenir a entrada de tecidos
moles, podem ser constituidas por vérios tipos de substincias, sendo normalmente
divididas em barreiras absorviveis e nfio absorviveis. De acordo com MINABE
(1991) e DUPOIRIEUX et al. (2001), as membranas de barreira nfio absorviveis
propiciam melhores resultados em relagfio as absorviveis, porém apresentam o Gnico
inconveniente de que é necessario uma nova etapa cirlirgica para que seja feita a sua

Temocic.

Nossa opgio em utilizar membranas absorviveis se deve ao fato de que a
literatura nos mostra resultados bastante satisfatérios e semelhantes aos obtidos para
as membranas nfo absorviveis, com a vantagem de que nfo ¢ necessario uma
segunda intervenc¢do cirargica (BLUMENTHAL, 1988; FIGUEREDO & FISCHER,
1998).



116

Nossos resultados mostram que a membrana de colageno foi bastante eficaz
em prevenir a entrada de tecidos moles para o interior do defeito 6sseo, propiciando
assim um "espago livre" para que ocorra a regeneragdo do 0sso. A membrana foi
eficaz quando associada ao EEP a 10% e solugéo fisiologica, porém sua funcdo de
barreira foi comprometida quando associada a etanol a 80 %. Podemos sugerir que,
de alguma forma, a constituicdo da membrana foi influenciada pelas substincias
com as quais foi associada, o que interferiu na funcdo executada pela membrana.
Para DUPOIRIEX et al. (2001), a estrutura da membrana ¢ mais importante que sua
composicio ¢ qualquer fator que interfira na sua estrutura, pode também, interferir

na sua func#o.

Nossos resultados permitem sugerir que o processo de regenera¢iio ssea esta
ocorrendo, porém de forma mais lenta de que normalmente ocorreria, sendo estes
resultados observados nos animais sacrificados 14 dias ¢ 28 dias apoés a cirurgia. Isto
provavelmente ocorreu pela grande extensdo do defeito 0sseo associada com a perda
de grande quantidade de peridsteo ¢, de alguma forma, a imp!=nitacdo da membrana
de colageno, embora tenha sido muito biocompativel e eficiente quando associada ao
EEP 10% e a solug#o fisiolégica, pode ter causado um efeito prejudicial, atrasando o
processo de regeneragfo Ossea. Estes dados nos permite sugerir que, provavelmente,
se estes animais fossem mantidos vivos por um periodo de tempo mais prolongado, o
processo de regeneracdo teria sido completado por um processo diferente daquele
que normalmente deveria ter ocorrido (ossificagdo endocondral). Porém, quando se
associou a membrana a etanol 80 %, ocorreu a entrada de tecido muscular no defeito
osseo, provavelmente porque o dlcool alterou a estrutura da membrana. Sugerimos
que, nestes animais, o processo de consolidagio nio teria sido completado, mesmo

se fossem mantidos vivos por um tempo mais prolongado.
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Varias sf0 as substincias que podem constituir as membranas absorviveis.
Dentre elas, destacam-se as membranas de acido polilactico, de poliglactina 910 ¢ as
membranas de colageno (SANDBERG, et al., 1993; MILLER, et al., 1996; MAOQO, et
al., 1997, BUNYARATAVE] & WANG, 2000).

As membranas de coldgeno sdo preferidas por varios pesquisadores, pelo fato
de oferecerem Otima biocompatibilidade, proteger o coagulo sangiiineo entre os dois
cotos da fratura, ter efeito hemostético e, principalmente, ter capacidade de segurar
ou apoiar os tecidos moles circunjacentes ao defeito 6sseo, sendo o colageno ainda,
uma proteina bastante comum no organismo humano (STEIN, et al., 1985; HYDER,
et al, 1992; FIGUEREDO & FISCHER, 1998; BUNYARATAVE] & WANG,
2001). Nossos resuitados mostraram que a membrana de colageno ¢é bastante
biocompativel e funcional quanto a sua func@io de barreira, pois ndo foi evidenciada
reagéo inflamatdria nos locais onde ela foi implantada; nem tdo pouco, sinais que
pudessem sugerir uma reacdo de rejeicio contra o material. O que observamos foi a
presenga de células gigantes multinucleadas na regifio, com a fungio de reabsorver a

membrana.

Embora a taxa de regeneragfo nfo tenha sido muito elevada, nSc houve
invasdo do defeito Osseo por tecido muscular, mas a formagdo de um tecido
cicatricial unindo os dois cotos da fratura. Provavelmente, num periodo mais
avangado, este tecido poderia ser substituido por osso, ja4 que em alguns animais,
foram encontradas ilhas de tecido Osseo no seu interior. Estes resultados niio estdo
de acordo com DUPOIRIEUX et al. (2001), para os quais as membranas de
colageno niio sfo eficientes em prevenir a entrada de tecidos moles para o interior de

um defeito 6sseo.
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Outro fator de certa relevdncia, ¢ o baixo custo que as membranas de
colageno apresentam em relagdo as demais membranas que funcionam como
barreiras bioldgicas. Esta e as demais vantagens apresentadas, apoiam sua utilizago
como tratamento alternativo nas lesdes em que existe fratura com perda de

substincia Ossea e/ou quando se deseja utilizar do principio de regenerag@o Ossea

guiada.

Uma outra vantagem apresentada pelas membranas colagenosas ¢ que elas sio
facilmente manipuladas. Além disso, podemos lembrar que o colageno é uma
proteina encontrada fisiclogicamente em praticamente todo nosso orgamismo,
inclusive em grande quantidade no tecido dsseo, possuindo agio hemostatica, como
ja referido e ago quimiotatica para fibroblastos. Em nosso estudo, foi possivel
observar todas estas caracteristicas relativas ao colageno reforgando, desta forma, o
que ja vem sendo descrito na literatura por varios autores (DELBALSO & ADRIAN,
1976; SCHLEGEL et al, 1997, FIGUEREDO & FISCHER, 1998;
BUNYARATAVE] & WANG, 2001).

Nossos resultados também estio de acordo com os dados de OWENS &
YUKNA (2001), que mostraram que as membranas de colageno sdo lentamente
absorvidas, podendo observar fragmentos destas membranas até 4 meses ap6s sua
implantagdo no organismno. Nos amimais sacrificados 28 dias apés a cirurgia,
visualizava-se de forma bastante clara a membrana ainda sendo absorvida, porém

desenvolvendo de forma satisfatéria sua a¢o de barreira biologica.

CAIAZZA et al. (2000), avaliando membranas de coldgeno em fémures de
coeclhos, obtiveram resultados semelhantes aos nossos quanfo a eficiéncia das

membranas de colageno. Os autores observaram que abaixo da membrana formou-se
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uma cortical 0ssea mais espessa quando comparado com animais nos quais ndo foi
realizado o implante da membrana e, além disso, maior quantidade de tecido mole
foi encontrada na regidio correspondente ao defeito ésseo, nos animais que foram

submetidos ao implante.

Nossos resultados radiograficos demostraram que na maioria das fibulas ndo
regeneradas ¢ tratadas ou nfio com a membrana de coldgeno, foi observado um
crescimento do coto proximal e leve reabsorg¢@io do coto distal, o que confirma os
resultados obtidos por SANT'ANNA , 1997. Esta reabsorgdo no coto distal pode ser
decorrente da secgo do ramo descendente da artéria nuftricia, que segundo
TRUETA (1963), é a principal fonte de irrigagdo para o 0sso, sendo responsavel
pela irrigagdo de 50 a 70 % do seu volume total. O crescimento do coto proximal
observado nas radiografias pode ser atribuido ao fato de que as fibulas de ratos nesta
idade, apresentam somente cartilagem epifisaria proximal, estando unidas
diretamente 2 tibia em sua extremidade distal. Pode ser também atribuido ao fato de
que, como foi observado pela andlise histolégica, ha uma proliferagdo de células na
extremidade do coto proximal, células estas provenientes principalmente da medula

Ossea.

De acordo com McKIBBIN (1978), quando existe fratura em um osso longo,
hé uma grande proliferagdo celular proveniente do peridsteo, de tecidos
circunjacentes ¢ a participagdo de células existentes na medula dssea. Dessa forma,
as extremidades ésseas participam diretamente da atividade proliferativa, além disso
ocorre necrose desta regido aparecendo locais onde se observavam osteoplastos
vazios. Estas observagOes também sdo feitas por HAM & CORMACK (1983), que
explicam que as alteragbes ocorrem em decorréncia da destruigdo de vasos

sangiiineos intra-0sseos, isto €, os vasos haversianos sdo rompidos na linha de
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fratura ¢ a circulagdo interrompida até os locais onde ocorreria anastomoses com
outros vasos haversianos. Assim, a circulagdio ¢ interrompida por uma disténcia
variavelmente curta, de cada lado da linha de fratura e o osso nesta regido sera

necrosado.

Em nossos resultados foi possivel observar osso necrético nas extremidades
dos dois cotos da fratura, especialmente no coto distal e principalmente nos animais
sacrificados 14 dias apos a cirurgia. Em alguns animais, ithas de osso necrdtico
também podiam ser observadas no interior do defeito dsseo. Para McKIBBIN
(1978), a remogdo de osso necrédtico da regido de consolidagdo e a velocidade com
que ele vai ser reabsorvido, dependem principalmente de fatores mecénicos. Se
ocorrer a restauracdo da continuidade, 0 osso necrético sera reabsorvido de forma
mais acelerada. Assim, nossos resultados confirmam as observagdes desse autor,

pois 28 dias ap0s a fratura, ainda era possivel encontrar osso necrético na regido.

O processo de regeneragéio de fraturas de ossos longos se dé principalmente
através do mecanismo endocondral, isto é, ocorre o aparecimento de grande
quantidade de cartilagem que vai, gradativamente sendo substituida por tecido 0sseo
(NAJJAR & KAHN, 1977; McKIBBIN, 1978; HAM & CORMACK, 1983,
CHAKKAILAKAL et al., 1999). Nossos resultados mostram que pequena quantidade
de cartilagem foi encontrada nos defeitos 6sseos, tanto nos animais sacrificados 14
dias quanto naqueles que foram sacrificados 28 dias apds a cirurgia, indicando um
mecanismo de ossificagfio diferente do endocondral. Neste caso seria um processo
de ossificagio intramembranosa, onde células provenientes do peridsteo e,
principalmente da medula Ossea, se diferenciam em células osteogénicas dando
origem a novo tecido 6sseo. Também através de novos vasos sangiiineos que

aparecem na regifio da fratura, chegam células mesenquimais indiferenciadas,
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convertendo-se em osteoblastos ou células osteogénicas (McKIBBIN, 1978;
BRIGHTON, 1984; CORNELL & LANE, 1992).

Nio se sabe ao certo, o processo através do qual existe a formacgdo de
cartilagem. Porém varios trabalhos tém mostrado que inicialmente existe a formacio
deste tecido que permanece provisoriamente sendo entfio substituido por osso. De
acordo com BASSET (1962), quando existem altas concentragbes de oxigénio
ocorre a formagdo de osso de maneira direta; porém quando a concentragdo de
oxigénio € baixa, hd inicialmente, formagdo de cartilagem. Estas variagdes na
concentracdo de oxigénio na area correspondente ao defeito dsseo, podem ser
decorrentes da diminui¢do da wvascularizagdo existente na regido, levando
consequentemente a producgdo inicial de cartilagem (HAM, 1930 apud. BASSET,
1962). Nossos resultados mostram que, embora uma grande quantidade de tecido
Osseo e periosteo tenham sido removidos, levando obviamente a uma redugio na
vascularizagéo, ndo foi observada formagdo de grande quantidade de cartilagem na

area de fratura.

HAM & CORMACK (1983), estabelecem que a quantidade de cartilagem
formada no calo de fratura depende diretamente da velocidade de proliferagdo
celular. Se esta proliferacdo ¢ muito ripida, ndo existe formagdc de capilares
sangiiineos de forma proporcional e, assim, ocorre a formag¢do de um calo

cartilaginoso.

Além do suprimento sangiiineo, varios outros fatores também poderiam
interferir no processo de formagdo de cartilagem. Dentre eles destacam-se a
movimentagdo dos cotos da fratura ¢ a pressdo exercida na regifo (NAJJAR &
KAHN, 1977). Como a fibula de rato esta fixada na tibia, tem-se que toda forca que

¢ direcionada aos membros posteriores do animal, recaem sobre este osso, deixando
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a fibula praticamente isenta das forcas de pressdo que aparecem na regido. Esta
diminuicdo de forgas, de acordo com os referidos autores, podem levar a uma
dmminui¢do na formagdo de cartilagem no defeito 6sseo.

Varios estudos tém demostrado que a fosfatase alcalina é uma enzima
relacionada com o metabolismo do tecido dsseo, participando do seu processo de
mineralizacdo. Consequentemente, qualquer condigfo de perda de substdncia Ossea,
como em uma fratura, a quantidade de fosfatase alcalina presente no sangue e no
local injuriado encontra-se elevada (JAFFE, 1976; CYBORON & WUTHIER, 1981;
WLODARSK]I & REDDIL 1986; YOSHIKAWA et al, 1992). Em nosso
experimento, foi observado que no grupo de animais sacrificados 14 dias apos a
cirurgia, os valores obtidos para a enzima foram mais elevados quando foram
comparados com os valores de referéncia. Estes valores acima do intervalo de
referéncia s8o esperados nas fases iniciais do trauma pois € o periodo em que a
participa¢do da enzima torna-se mais necessaria no processo de consolidagdo de
fratura. Quando se comparou os animais sacrificados 14 e 28 dias ap6s a cirurgia,
observou-se que no grupo I (membrana de colageno associada ao EEP 10%), os
valores para a fosfatase alcalina foram mais elevados nos animais sacrificados 14
dias apos a fratura. Nos grupos II (membrana de colageno associada a etanol 80%) e
I (membrana de colageno associada a solugdo fisiologica) esta diferenga nio foi
observada. Isto pode ser atribuido a presenga do EEP 10 % nos animais do grupo [,
estimulando, de alguma forma, uma elevagdo significativa na concenfragdo da

fosfatase alcalina nas fases iniciais do processo de consolidagao.

E pretensdo a realizagio de novos trabalhos com a finalidade de observar-se
os efeitos do extrato etanolico de propolis no processo de reparo 0sseo, alterando-se

o tamanho e a forma dos defeitos 6sseos ¢ a forma de administragio da propolis.




123

CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho, cujo objetivo foi testar o efeito barreira de uma
membrana de coldgeno associada a extrato etandlico de prépolis a 10 % em defeitos
osseos criados em fibulas de ratos, de acordo com a metodologia aplicada, nos

permite concluir que:

1- A membrana de colageno da marca "profile” foi eficiente em prevenir a entrada
de tecidos moles circunjacentes ao defeito dsseo criado, quando associada ao
EEP 10 %.

2- A associagfo da membrana de colageno com etanol a 80 %, nao teve eficiéncia

em impedir a invasdo de tecido muscular para o interior do defeito dsseo.

3- Quando se associou a membrana & solugdo fisiologica, os resultados foram

bastante favoraveis, impedindo a entrada de tecido muscular na regifo da fratura.

4- A associagdo de EEP a 10 % ndo ocasionou alteragdes na taxa de regeneragio do

0sso, comparando-se associagbes com etanol 80 % e solugéo fisiologica.

5- A implantagio da membrana de colageno parece modificar o mecanismo de
producéio do o0sso, ndo havendo a formagéo de um calo de cartilagem, como era

de se esperar na regeneragdo de um 0sso longo.

6- A implantagio de membranas de colageno em defeitos criados em fibulas de

ratos parece ocasionar em um atraso no processo de consolidagio da fratura.
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