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ANALISE HISTOLOGICA DA EFETIVIDADE DAS MEMBRANAS DE
COLAGENO E DE MAMONA NO TRATAMENTO DE DEFITOS OSSEOS
EM TiBIAS DE RATO

Caio Rodrigo Pacheco Lopes
Prof® Dr? José Ricardo de Albergaria Barbosa (Orientador)

RESUMO: Este trabalho teve por objetivo analisar comparativamente a agéo
de dois tipos de membranas reabsorviveis (colageno e polimero de
mamona) sobre o processo de reparc 6ssec em tibias de ratos, que serdo
sedados e anestesiados para confec¢éo de defeitos dsseos em suas tibias
sendo a tibia esquerda grupo experimental (colageno e polimero de
mamona) e a tibia direita o grupo conirole sendo cada animal o0 seu préprio
controle. Visto que a regeneracdc tecidual guiada (RT.G) vem sendo
pesquisada por varios autores e, que tem demonstrado uma boa resposta
biologica das membranas reabsorviveis. A membrana de colageno tem
demonstrado bons resultados € a membrana de mamona ainda esta sendo
pesquisada. Histologicamente tanto o grupe controle quanto os
experimentais apresentaram um aumento na neoformagéo 6ssea ao longo

do tempo.



INTRODUGAO

O tecido 0sseo possui alta capacidade de reparagdo espontanea
guando lesionado, repondo, depois de um breve intervalo de tempo, toda a
porcdo perdida (TAGA et al., 1997). No entanto, em alguns casos de defeitos
0sse0ns, as vezes extensgs, que ndo tém a capacidade de reparem-se
espontaneamente, ha a necessidade dos profissionais utilizarem diversas
técnicas cirdrgicas na tentativa de reparagéo da deficiéncia (RESTREPO et
al., 1998).

Os defeitos 0sseos, normalmente, sdo resultantes de traumatismos,
infecgbes, tumores e outras patologias, ou mesmo pela perda precoce dos
elementos dentarios (FIORELLINI & NEVINS, 1996). Estas deficiéncias
Osseas sempre se constituiram em problemas de dificil solug&o em cirurgia
buco-maxilo-facial (FIORELLI& NEVINS, 1996; SIGURDSSON et al., 1996;
TAGA et al., 1997; RESTREPO et al.*', 1998).

Atuaimente ndo existe um material ideal, pois ossos autégeno,
liofilizado e desmineralizado e os biomateriais apresentam vantagens e
desvantagens.

Os enxertos 0sseos aparecem COmo a primeira opg¢ao para a maioria
dos casos, qualquer que seja o tipo, autdgeno ou homdgeno. Os autégenos
tém as desvantagens de sua fonte ndo ser inesgotavel e sua obtengéo exigir
uma abordagem cirurgica da zona doadora, com todos Qs riscos inerentes a

uma cirurgia, tais como: perda excessiva de sangue, pneumotorax, infecgdo



da ferida, dor, parestesia, cicatrizes e dificuldades de movimentacio
(YAMAMOTO et al., 1993).

Ja os bancos de ossos homogenos sao disponiveis apenas nos
grandes centros. Além do que as técnicas especializadas de preparo,
usualmente requerem equipamentos, operacdes e manutencio complexos,
nem sempre ao alcance da maioria dos cirurgides (IGNACIO et al., 1996).

Apesar das dificuidades de obtengdo e manipulacdo, os enxertos
O0sseos sdo rotineiramente utilizados para restaurar defeitos Osseos.
Entretanto, um problema comum, porém bastante significativo, que é a perda
progressiva do volume do enxerto devido a reabsorgéo, tem provocado
reparagdes Osseas deficientes destes defeitos. A origem embriolégica do
tecido 6sseo parece exercer um papel decisivo no grau de sucesso do
enxerto. ALBERIUS, DAHLIN & LINDE (1992) analisaram o potencial da
associa¢do de membranas a enxertos 6sseos endocondral e membrancso,
em defeitos preparados em mandibulas de ratos e, enxerto oésseo
membranosc em calvaria, Os resultados foram analisados macroscOpica e
histologicamente apos o periodo pds-operatorio de 12 semanas. As
membranas possibilitaram deposigéo 6ssea em todos os defeitos. O osso
intramembranoso incorporou-se as margens dos defeitos e, o enxerto
endocondral apresentou-se coberto por uma fina capsula de tecido
conjuntivo. Os enxertos geraimente reabsorvem substancialmente, mas os
enxertos cobertos com a membrana apresentaram-se mais ativos e exibindo

uma menor perda do volume. Os resultados desse trabalho confirmaram o



efeito osteopromotor da técnica da membrana, ao mesmo tempo em que a
qualidade de 0ss0 necessaria pode ser reduzida usando este método.

Em 1976, MELCHER observou que os insucessos nos tratamentos de
desfeitos 0sseos, ocasionados por doenga periodontal, poderiam ser devidos
a invas&o dos defeitos por tecidos com pequeno potencial de regeneracao.

GOTTLOW et al. (1986) verificaram que as células provenientes do
ligamento periodontal tém potencial para formar nova inser¢do, caso seja
dado a essas células a oportunidade de povoar a ferida cirdrgica antes da
penetracéo do tecido epitelial, protegendo o primeiro através de uma barreira
mecanica.

A partir de entdo, uma série de experimentos passou a ser feitos,
estudando a possibilidade da aplica¢do do principio da regenerag&o tecidual
guiada sobre a regeneracio éssea.

Na ultima década, muitos trabathos foram realizados com a finalidade
de excluir células teciduais ndo desejaveis da ferida cirdrgica, através da
utilizacdo de uma barreira mecanica. Este principio biologico foi
desenvolvido para regenerar tecidos periodontais destruidos por processos
inflamatérios, e foi designada “regeneracdo tecidual guiada” (R.T.G.). Ele
baseia-se na hipbtese de que as membranas bioldgicas impedem a
participacdo das células do epitélio bucal e do tecido conjuntivo na
cicatrizagéo da ferida, deixando que as células do ligamento periodontal
tenham prioridade.

O primeiro relato ocomreu em 1956, quando CAMPBELL e BASSET

utilizaram clinicamente filtros de acetato de celulose para propiciar a



regeneragdo de nervos e tenddes. No ano seguinte, MURRAY, HOLDEN &
ROSCHLAU (1957) observaram neoformacgdo 6ssea em cavidades onde o
coagulo sanguineo foi protegido por um material plastico. Essa formacéo
0ssea se deu cerca de seis milimetros acima do nivel do tecido dsseo
circundante.

HURLEY et al (1959) também demonstraram ¢ uso de filtros de
acetato de celulose na fus@io de vértebras de animais. Estes filtros
propiciaram a reparaglo ossea através da excluséo de células do tecido
conjuntivo do defeito cirargico.

Em 1964, BOYNE publicou um artigo sobre a implantagao de filtros de
celulose em defeitos cirdrgicos criados pela exodontia dos dentes anteriores
da maxila e mandibula de doze caes. A avaliagdo histolégica demonstrou
que os defeitos cirdrgicos foram completamente preenchidos por osso
neoformado, proporcionando completa regeneragéc da cortical vestibular.
Os defeitos controle exibiram uma reparagdo Ossea menor duando
comparados com os defeitos protegidos pelas membranas.

Para PONTORIERO et al. (1988) e LEKOVIC et al. (1989) as
membranas n&o reabsorviveis de politetraflourcetileno expandido (PTFE-e)
proporcionam vantagens clinicas significantes no tratamento de defeitos
6sseos quando comparadas ao tratamento convencional. Entretanto, quando
membranas n&o reabsorviveis sdo utilizadas, ha a necessidade de um
segundo procedimento cirdrgico para a sua remocao, o que limita a

praticidade de seu uso na rotina clinica.



DAHLIN et al (1988) realizaram um trabalho, onde foram
confeccionados  bilateralmente,  defeitos  odsseos  circulares de
aproximadamente cinco milimetros de di@metro na regido de ramo
mandibular de 30 ratos. De um lado os defeitos foram cobertos, tanto por
vestibular com por lingual, com a membrana de politetrafluoroetileno (GORE-
tex® °"). Do lado contra lateral, os defeitos testes foram protegidos somente
pelo retalho. Macroscopicamente, os defeitos teste demonstraram
preenchimento 6sseo. Na analise histolégica metade dos defeitos exibiu
reparacao 0ssea completa apos tre semanas, enquanto que outra metade so
apresentou reparaco tecidual depois de seis semanas. Nao foi observado
necformagdo dssea nos defeitos controle, mesmo apds o periodo maximo de
observagdo. Encontrou-se presenca de tecido moie no interior dos defeitos,
0 que provavelmente inibiu a proliferagée de células osteogénicas.

Novamente, DAHLIN et al. (1990) prepararam defeitos transtsseos na
regiao cortical de incisivos laterais superiores em seis macacos. Do jado
teste, os defeitos foram cobertos, tanto por vestibular como por palatino, com
uma membrana de politetraflucroetileno expandido (PTFE-€) e, do outro lado
nenhuma membrana foi colocada. A analise histologica realizada trés meses
depois revelou que os defeitos protegidos com a membrana apresentaram
reparagdo 6ssea quase completa. Ja no lado controle nenhum defeito tinha
sido preenchido por 0ss0, exibindo uma grande quantidade de tecido fibroso.

Em 1992, HAMMERLE et al. Produziram defeitos 0sseos em calvaria

de coelhos para avaliar o efeito da membrana na regeneragdo ¢ssea. De um

' W.L. Gore & Associates, Flagstaff, AZ, USA



tado os defeitos testes foram cobertos com uma membrana de
politetrafluoroetileno expandido (PTFE-e), e os defeitos controle recobertos
apenas com o retalho mucoperiosteal. Apds o periodo de 12 semanas,
verificou-se que radiograficamente os defeitos testes apresentaram maior
radiopacidade, engquanto que as areas correspondentes aos defeitos
controles exibiram radiolucidez. Os resultados histologicos mostraram a
formacédo de uma camada de tecido 0sseo nos defeitos testes. Nos defeitos
controles, a neoformacéo Gssea esteve restrita 4s margens e o restante foi
preenchido com tecido conjuntivo denso.

PINEDA et al. (1998) tentaram estabelecer se o tamanho dos poros
das membranas exercia alguma influéncia na formac8o dssea de defeitos
continuos. Membranas de Aacido polilatico com poros de varios tamanhos,
microporos, poros de tamanho médio (10-20um),foram implantadas para
cobrir defeitos 6sseos de 10 mm de extensdo. Radiografias pos-operatorias
revelaram a formacéo de um hematoma dentro do defeito 6sseo. Apds duas
semanas, 0 hematoma tinha sido reabsorvido e uma neoformacgio dGssea
pode ser observada. Em quafro semanas, o 0sso0 neoformado crescia
centriptamente das extremidades dos fragmentos. A regeneracdo ossea
ocorreu na maioria dos casos independentemente do tamanho do poro da
membrana. Entretanto, houve algumas diferencas na intensidade do
processo de regeneracio, com formacao 6ssea mais intensa nos defeitos
cobertos com as membranas de microporos.

Apos o surgimento da regeneracdo tecidual guiada (R.T.G), as

barreiras ndo reabsorviveis foram inicialmente utilizadas, no entanto, como



estas necessitam de um procedimento cirurgico subseqiente de 4 a 6
semanas para sua remogao, surgiram investigacdes para se estudar a
eficacia de membranas reabsorviveis. Estas, por ndo necessitarem de um
posterior procedimento de reentrada cirdrgica, representam um beneficio
para o paciente, além de eliminar um possivel trauma sobre os tecidos
localizados na area de reparagéo, que pode ocorrer no ato da remogdo da
barreira, o que poderia perturbar o processo de regeneracdo (REYNOLDS &
BROWERS, 1996).

LUNDGREN et al. (1992) testaram se uma membrana biodegradavel
poderia ser utilizada na reparacdo de defeitos 6sseos em calvérias de
coelhos, aplicado o principio da regenera¢ao tecidual guiada (R.T.G.). em
cada um dos animais foram confeccionados dois defeitos circulares de oito
milimetros de diametro no meio dos ossos frontal e parietal. No animal 1, um
dos defeitos foi coberto somente com retalho mucoperiosteal, sem a
colocacdo da membrana (controle). O outro defeito (teste 1) foi protegido,
nas superficies interna e externa, como uma membrana biodegradavel, ndo
porosa, de acido polilatico (diametro — 10 mm e espessura - 0,2 mm). No
animal 2, ambos os defeitos (testes 2 e 3), tiveram suas superficies interna e
externa cobertas por um material mais rigido (copolimero de acido lactico e
carbonato de trimetilene). Seis meses depois os animais foram sacrificados
e as pegas analisadas histologicamente. O defeito controle estava
essencialmente ocupado por tecido mole, em contato direto com o tecido da
duramater. Nos defeitos testes havia uma ponte continua de osso

estendendo-se de uma extremidade a outra do defeitos. Todavia, no defeito



teste 1, o osso neoformado nao atingiu 2 mesma espessura do 0sso
circundante, ao contrario dos demais defeitos testes.

LOPES (1999) avaliou a efetividade da membrana reabsorviveis de
colageno (Biomend®) e da membrana ndo reabsorvivel de celulose
(Gengiflex®) no tratamento de defeitos Gsseos tipo fenestracéio em tibias de
cdes, onde concluiu que as membranas foram efetivas em promover a
regeneracdo 0sseas nos periodos pos-operatdrios de trés e oito semanas;
que os defeitos protegidos com a membrana de colagenc (Biomend®)
mostraram um volume de tecido 0sseo neoformado estatisticamente superior
aos defeitos tratados com a membrana de celulose (Gengiflex®) e também
em relacéo aos defeitos controles no periodo de trés semanas.

PEREIRA (1999) avaliou a diferenga entre o uso de membranas ndo
reabsorviveis (Goretex®) e reabsorviveis (Atrisorb®) em defeitos
periodontais cirurgicamente criados em cées. Desta pesquisa o autor
concluiu que as membranas reabsorviveis (Atrisorb®) e a n&o reabsorvivel
(Gore-tex®) sdo igualmente efetivas em limitar a progresséo apical do
epitélio juncional e promover nova insercéo em defeitos tipo deiscéncia em
cdes e, que a membrana reabsorvivel (Atrisorb®) promove maior area de
regencracdo Ossea em defeitos tipo deiscéncia em caes, quando
comparadas & membrana nao reabsorvivel (Gore-tex®).

Em 1984, o grupo de Quimica analitica e Tecnologia de Polimeros da
Escola de Engenharia de S&o Carlos, da Universidade de Sao Paulo

desenvolveu uma resina poliuretana extraida da élec da mamona (Ricinus
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comunis da classe dicofiledénea, da origem geraniacea e familia das
Euforbaceaes) (Projeto PADCT).

Os polimeros poliuretanos possuem como vantagens a
processabilidade, flexibilidade de formulacio, excelentes propriedades
estruturais, auséncia de emiss&o de irritantes ou vapores toxicos (OTA27,
1989), além da bicompatibilidade (OTA27, 1989, BAKKER et al. 5, 1990;
OHARA et al. 25, 1995). HENNING et al. 19 (1989), observaram, inclusive, a
biocalcificagdo in vivo e in vilro das resinas poliuretanas. O polimero
poliuretano da mamona, com relacdo a biocompatibilidade, mostrou
excelentes resultados (OHARA et al.25, 1995, TEIXERA et al. 1996;
TEQFILO et al.40, 1996; VILARINHO et ai.43, 1996; COSTA et al.11, 1997;
CARVALHO et al.9, 1997). Os diversos tipos de polimero do Ricinus
comunis, t&ém sido utilizados como detergente intracanal (FERREIRA et al.,
1996), como material de reconstrucéo ésseo (OHARA et al., 1985), como
cimento de preenchimento de falha Gssea (IGNACIO, 1995), além de sua
utilizagdo, através de diferentes produtos, na regeneragfo 0ssea guiada,

como membranas reabsorviveis (CHIERICI, 1988).

Embora a regeneragio tecidual guiada seja atualmente um dos
assuntos mais pesquisados dentro da odontologia, existe ainda na literatura
uma certa escassez de trabalhos comparando a eficiéncia entre si dos varios

tipos de membrana reabsorviveis no tratamento de defeitos 6sseos.

UNINERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FRCULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA
BIBLIOTECA
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O objetivo deste trabalho serd o de analisar através de avaliagio
histolégica, em tibias de ratos, a efetividade das membranas reabsorviveis

de colageno e de mamona no tratamento de defeitos Gsseos.

MATERIAIS E METODOS
Animais e anestesia

Serdo utilizados para esta pesquisa 18 ratos (Rattus novergicus
albinus, Wistar), machos, com idade aproximada de 90 dias e pesando em
média 170 gramas. Os animais serdo divididos aleatoriamente em dois
grupos, com periodos de sacrificio de 7, 14 e 21 dias, e mantidos durante o
periodo experimental com alimentagéo sélida® e dgua ad fibitum.

Previamente aos procedimentos cirGrgicos, os animais serao
anestesiados através da inalagdo de éter sulfurico e submetidos & tricotomia

da regido a ser operada.

Membranas

Neste experimento utilizamos dois tipos de membranas reabsorviveis,

uma de colageno e outra de mamona.

Membranas reabsorviveis de colageno

A membrana de colageno que utilizamos sera a BioMend® @, que é

uma matriz ndo fridvel, fabricada a partir do tendac flexor bovino. Sob

°2 Ragdo Granulada — Purina S.A.
% Calcitek® - A company of Sulzer médica
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microscopia eletrénica, em corte transversal, ela tem a forma de uma
superficie plana, condensada e de aspecto texturizado. Ela é semi-oclusiva,

com poros de 0,004 pm.

Membrana reabsorvivel de mamona

A membrana de mamona (AUG-EX® ® & na realidade um poliéster,
formado por trés moléculas do acido ricinoléico (acido 12-hidroxi-otéico, ou
C18H3403), cada uma com um grupo hidroxila no carbono 12. Os grupos
hidroxila do acido ricinoléico reagem com os grupos isocianato do pré-
polimero difenilmetatandiisocianato para formar as poliuretanas. As resinas
poliuretanas vegetais sdo produtos substitutivos alternativos de polidis e pré-
polimeros sintetizados a partir de moléculas derivadas de &cidos graxos

vegetais.

Procedimento cirdrgico

Apos anestesia e tricotomia da érea seguida de antessepsia da regido
ventral das tibias esquerda e direita com solugédo alcodlica de iodo a 10%®,
e posterior isolamento da &rea através da colocagéo de campos estéreis,
serdo realizadas bilateralmente, com uma lamina intercambiavel n°® 159
montada em cabo de bisturi n® 3, uma inciséo na pele e tecido subcutaneo
de aproximadamente 2 cm de comprimento, na regido correspondente a face

medial da tibia em seu terco proximal. Por meio de divulsdo romba, o tecido

** AUG-EX - Poliquil
% povidine Tintura. Microshield — Johnson & Johnson
% Beckton-Dickison. Industrias Cirtrgicas Ltda
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muscular subjacente serd afastado, expondo-se o peridsteo que também
serd incisado para dar inicio as confecgfes dos defeitos 6sseos.

Para realizacéo destes defeitos utilizaremos um motor elétrico® com
controle de torque, velocidade e irrigacao, além de um contra-angulo redutor
16:1®) acoplado a esse motor. A velocidade de trabalho foi de
aproximadamente 1000 rotagbes por minuto (rpm), com um toque de 36
Ncm e abundante irrigacdo externa com solugéo salina de cloreto de sodio a
0,9%", controlada por bomba peristaltica.

Em cada tibia sera confeccionado um defeito dsseo, sendo que na
tibia direita o defeito sera utilizado como controle e, na tibia esquerda serdo
colocadas as membranas de colageno (grupo 1) e a de mamona (grupo il).
Assim sendo, cada animal sera controle de si mesmo.

Apds o término da confeccdo dos defeito_s, estes ser&o irrigados para
remover esquirolas 6sseas que podem vir a interferir na reparacéo do tecido
0sse0.

Logo apos a irrigacdo, as membranas serdo posicionadas de forma a
cobrir toda a area do defeito, estendendo-se cerca de 2mm sobre as
margens osseas.

A ferida cirdrgica sera novamente irrigada e inspecionada para evitar
acumulo de restos Osseos oriundos das perfuragdes. Os tecidos serao

reposicionados e suturados por planos com fio de sutura mononylon 4-019,

° BLM 300 — VK Driller Equipamentos Elétricos Ltda

% NSK E 16R. Nakanishi Dental MFG. CO - Japan

% Glicolabor — Industria Farmacéutica

'° Ethicon — Johnson & Johnson Produtos profissionais Ltda
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Todos os animais receberso Penicilina Benzatina'?, em dose Unica

de 1 ml, via intramuscular, imediatamente apds o procedimento cirdrgico.

Método Histologico

Apds o sacrificio por inalagdo excessiva de éter sulfurico, serdo
obtidos fragmentos 6sseos das tibias contendo os defeitos cirargicos, por
seccionamento transversal do osso broca tronco-conico 702 montada em
alta rotacic sob abundante irriga¢gdo com solugdo fisioldgica de cloreto de
sodio a 0,9%. As osteotomias serdo realizadas distando cerca de mm de
cada lado da area operada. As pecas serao fixadas em solugéo de formol a
4% durante 48 horas em temperatura ambiente. Posteriormente, serdo
lavadas em agua corrente por 24 horas e descalcificadas em solucido de
citrato de sodio a 20% e acido férmico a 50% em parte iguais (MORSE,
1945). Ao final deste processo, cada fragmento de tibia sera seccionado
longitudinalmente ao defeito dsseo, com o corte passando pelo meio da drea
do defeito. Apds a divis@o das pegas ac meio, procederemos a tramitagao
laboratorial de rotina, com lavagem em agua corrente, desidratac&o em
solucéo de alcool etilico, diafanizagdo em xilol e inclusdo em parafina.

Cortes semi-seriados, com 6 um de espessura serdo feitos
Jongitudionalmente a regido dos defeitos dsseos, e em seguida corados com
hematoxilina-eosina, e tricromio de Mallory para analise em microscopia de

luz.

! Laboratérios Wyeth Lida
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Analise Histologica

Na analise histolégica descritiva, serd avaliada a intensidade da
reacdo inflamatodria bem como a sequéncia de eventos que envolverdo a
reparacdo ossea dos defeitos, tais como: necrose, hemorragia, atividade
osteoclastica, presen¢a de tecido conjuntivo, aposicdo de tecido dsseo

neoformado, enfim, 0 padrdo da regeneracao ossea.

RESULTADOS
Periodo de 07 dias p6s-operatorios

Grupo Controle

A cavidade se encontrava preenchida por tecido conjuntivo frouxo
circundando as trabéculas ¢sseas neoformadas. Ainda era possivel observar
uma discreta reacdo inflamatdria.

Notamos neoformagdo Ossea junto ao defeito 0sseo criado
cirurgicamente, porém ainda era possivel observar uma grande quantidade
de tecido conjuntivo frouxo com tendéncia a invaginagdo e impedindo que
houvesse uma unido entre 0 0sso neoformado e 0 0sso pré-existente
(figuras 1 e 2).

O limite entre a cavidade Ossea cirtirgica e 0 osso pré-existente &
facilmente observado, e caracterizade pela presenga de duas corticais bem

nitidas. Ainda no limite da cavidade, o osso pré-existente apresenta areas de



Fig. 1 — Controle — 7 dias pos-op. — Observamos a presenga de tecido conjuntivo l'rau&o-
(TF) circundando trabéculas ésseas neolormadas (ON). O limite entre osso pré-existente
(OP) ¢ osso neoformado (ON) ainda € nitido.

- . ’
Fig. 2 - Controle - & dias pos-op. — O limite entre 0 osso pré-existente (OP) e o osso
neoformaco (ON) ¢é nitido. Notamos dreas de reabsorciio (R) e aposi¢do de tecido dssco

(A).
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remodelacdo e 0850 neoformado, sugerindo atividade ativa e progressiva

(figura 2).

Grupo Colageno

Os animais apresentaram um comportamento semelhante ao grupo
controle, sendo facilmente possivel a identificagdo da regido limite entre a
cavidade Ossea cirurgica e o 0sso pré-existente, na regido periférica das
amostras {figura 3). Notamos que 0 osso pré-existente € caracterizado pela
presenca de duas corticais 0sseas bem nitidas, onde observamos areas de
reabsorcao e aposicao Ossea, caracterizando atividade de remodelagéo das
margens da cavidade (figura 4).

No interior da cavidade 0ssea cirdrgica observamos a presenca de
tecido conjuntivo frouxo e trabéculas 6sseas neoformadas e uma discreta
reacao inflamataria.

A porcao mais superior da cavidade apresentava-se coberta por uma
camada de tecido conjuntivo denso, provaveimente originado a partir da

membrana de colageno que recobria a cavidade.



Fig. 3 — Coldgeno — 7 dias pés-op. — Observamos a cavidade preenchida por trabécﬁla?s
osseas neoformada (ON) circundadas por tecido conjuntivo frouxo (TF). Notamos limite
nitido entre osso pré-existente (OP) e osso neoformado (ON).

Fig. 4 - Colageno — 7 dias pos-op. — - Na regido Iumte enlire 0ss0 pre-euslente (OP) € 0SS0
neoformado (ON) podemos observar dreas de aposi¢do de tecido dsseo (A). Na porgio
mais superior da cavidade notamos a presen¢a de uma camada de tecido conjuntivo denso

(TD).
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Grupo Mamona

Na porgéo periférica, o limite entre a cavidade Gssea cirtirgica e o
0sso pré-existente era facilmente identificado e caracterizado pela presenca
de duas corticais ésseas bem nitidas (figura 5). As margens deste tecido
Osseo pré-existente apresentavam areas de remodelacdo e neoformacao
Ossea, sugerindo atividade remodeladora ativa (figura 6).

A cavidade 6ssea cirdrgica encontra-se preenchida por tecido
ostedide circundado por tecido conjuntivo frouxo (figuras 5 e 6).

A porgac mais superior da cavidade encontrava-se recoberta por uma
camada de tecido 6sseo necformado, que por sua vez estava recoberto por

uma delgada camada de tecido conjuntivo denso (figuras 5 e 6).



Fig. 5 - Mamana 7 dias pés-op. - A cavldade cirirgica se encontra preemhlda por tecido
osteside (TO) circundado por tecido conjuntivo ﬁ'umm (TF). A porgdo mais superior da
cavidade se encontra recoberta por tecido 6sseo neoformado (ON)

--II=t My « H“!
F1g 6 — Mamona — 7 dias pﬁs«ap -0 Imn&e entre a cavidade cirirgica (CC) ¢ 0 0SS0 prt:-
istente (OP) ainda € nitido. Notamos dreas de aposicio de tecido Gsseo (A).
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Periodo de 14 dias p6s-operatoério
Grupo Controle

As margens da cavidade 6ssea cirurgica ainda eram possiveis de
serem observadas e, eram caracterizadas pela presenca de duas corticais
Osseas pré-existente. |[Nesta regifo notamos areas de reabsor¢do e
aposigao 6ssea, sugerindo atividade remodeladora (figura 8).

O interior da cavidade 6ssea cirurgica encontrava-se preenchido por
frabéculas osseas neoformadas circundadas por tecido conjuntivo frouxo
(figura 7).

A porgdo mais superior da cavidade encontra-se recoberta por uma

camada de tecido conjuntivo fibroso (figuras 7 e 8 ).

Grupo Colageno

A regigo limite entre o osso pre-existente e o osso neoformado ainda
€ possivel de ser observado. Junto as margens da cavidade notamos areas
de remodelacac e a presenca da linha cimentante entre osso neoformado e
osso pré-existente (figura 10).

A cavidade éssea cirurgica enconfrava-se preenchida por tecido
0sseo neoformado circundado por tecido conjuntivo frouxo. Nesta fase o
tecido ésseo neoformado apresentava-se com caracteristica de tecido mais
organizado e maduro, quando comparado ao periodo anterior (figura 9).

A porcéao mais superior da cavidade apresentava-se recoberta por

uma camada de tecido conjuntivo denso (figuras 9 e 10).



- i
Fig. 7 - Controle — 14 dias pds-op. — A cavidade dssea cirirgica encontra-se preenchida por
trabéculas 6ssecas neolormadas (ON) circundadas por tecido conjuntivo frouxo (T1). Sua
por¢iio mais superior encontra-se recoberta por uma camada de tecido conjuntivo denso

(TD).

Fig. 8 — (fnntrolc — 14 dias -pﬁs.—'csp. ~ O limite entre osso pré-existente (bP') e 0SS0
neoformado (ON) ainda ¢ nitido. Notamos dreas de reabsorgdio (R) e aposi¢do de tecido
osseo (A).



k.

-

;teudﬂ fasseo naofurmado [GN) clrcumladn par faczdo conjuntwu t‘mm (T F) Sua pon;m
‘mais superior encontra-se recoberta por uma camada de tecido conjuntivo denso (D).

S 4
L]

Fxg 10= Colagaua 14 dias pdés-op. — A regido limite entre osso préex:meme (: QP} cassa
neoformado (ON) ¢ nitido. Notamos dreas de aposicio de tecido 6sseo (A) e a presenga de
linha cimentante (1.C).
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Grupo Mamona

Na porgdo periférica, o limite entre a cavidade Ossea cirdrgica e ¢
0ss0 preexistente era ainda passivel de ser identificado e, caracterizado pela
presenca de duas corticais 6sseas bem nitidas. Entre o tecido Osseo
neoformado e o 0SsC pré-existente observamos a presenca de linha
cimentante. As margens deste tecido Gsseo preexistente apresentavam
adreas de remodelacdo e neoformagdo Ossea, caracterizando atividade
remodeladora (figura 12).

A cavidade d&ssea cirlrgica encontra-se preenchida por tecido
conjuntivo frouxo circundando trabéculas 6sseas neoformadas e tecido
ostedide (figura 11).

A por¢ao mais superior da cavidade apresentava-se recoberta

por tecido dsseo neoformado (figuras 11 e 12).



Fig. 11 — Mamona - 14 dias p6$-9p - A camdade cmnrglca anconim-se preenchida por
tecido conjuntivo frouxo (TF) circundando trabéculas dsseas neoformadas (ON) e tecido
osteoide (OT).

I-:g. 12 — Mamona — 14 djas poamp O limite entre osso pré-existente (OP) e osso
neoformaco (ON) ¢ nitido. Notamos a presenca da linha cimentante (LC) junto a estc
limite.
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Periodo de 21 dias p6s-operatorio

Grupo Controle

O limite entre a margem da cavidade éssea cirlirgica € o 0sso
preexistente podia ser identificado na porgdo periférica das amostras, onde
era possivel observar a presenca da linha cimentante entre 0sso pré-
existente e osso neoformado (figura 13). Partindo das margens da cavidade
existiam éareas de remodelagdo e aposi¢do 6ssea caracterizando uma
atividade remodeladora (figura 14).

A cavidade 6ssea cirurgica encontrava-se preenchida por tecido
0sseo neoformado e algumas areas de tecido conjuntivo denso. Este tecido
Osse0 apresentava-se com aspecto mais organizado e maduro quando
comparados a periodos anteriores (figura 13).

A porgao mais superior da cavidade ainda apresentava-se recoberta

por uma camada de tecido conjuntivo denso (figuras 14 e 14).

Grupo Colageno

Neste grupo ainda era possivel observar o limite entre © 0sso pré-
existente e 0 osso neoformado, pois havia a linha cimentante entre os dois
ossos (figuras 15 e 16). Nesta regido observamos areas de remodelacio
Ossea com reabsorgdo e aposi¢io de tecido 6sseo (figuras 15 e 16).

A cavidade encintrava-se preenchida por tecido 6sseo neoformado de
aspecto mais organizado e maduro quando comparado aos periodos
antericres. O tecido 6sseo neoformado ocupava ocupavam a maior parte da

cavidade o6ssea cirurgica, porém, na regidc mais inferior da cavidade



Fig. 13 — Controle — 21 dias pés-op. A cavidade cirtirgica encontra-se preenchido por tecido
osseo neoformado (ON) e algumas dreas de tecido conjuntivo denso (TD) . sua porgdo mais
superior encontra-se recoberta por uma camada de tecido conjuntivo denso (TD)

Fig. 14 —"C_enmle — 21 dias _piésqp.- O limite entre osso neoformado (ON) e osso pré-
existente (OP) ¢ nitido e, notamos a presenga da linha cimentante (LC).



Fig. 15 — Colageno — 21 dias pés-op. — A cawdade encontra-se preenchida por tecido 0sse0
r neoformado (ON) . Na porgio mais inferior da cavidade observamos a presenca de tecido
conjuntivo denso (TD) envolvendo trabéculas dsseas neoformadas (ON).

-~

Fig. 16 - Colageno — 21 dias pés-op. — O limite entre osso pré-existente (OP) e osso
neoformado (ON) ainda ¢ nitido. Notamos a presenca da linha cimentante (LC)
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observamos ainda a presenca de tecido conjuntive denso envolvendo

algumas trabéculas Osseas neoformadas (figura 15).

Grupo Mamona

O limite entre © osso pré-existente e o osso neoformado ainda é
possivel de ser observado e, entre eles notamos a presenca da linha
cimentante (figura 18). As margens deste tecido Osseo apresentavam
atividades de remodelagéo dssea com areas de reabsorgcdo e aposicio de
tecido 6sseo (figuras 17 e 18).

A cavidade enconfrava-se preenchida por tecido 6ssec neoformado
de aspecto mais organizado e maduro quando comparado aos periodos
anteriores. O tecido dsseo neoformado ocupava ocupavam a porgao mais
superior da cavidade Gssea cirlrgica, porém, na regido mais inferior da
cavidade observamos ainda a presenca de tecido conjuntivo frouxo

enhvolvendo algumas trabéculas osseas necformadas (figura 17).



Fig. 17 — Mamona — 21 dias pos-op. — A cavidade encontra-se pn‘c‘hida por tecido éssco
neoformado (ON), além de tecido conjuntivo frouxo (TF) circundando algumas trabéculas
osscas neformadas (ON).

* .",.“":"' ;
: "
4 . - SR IT o 0

&

¥ \_ & " -
Fig. 18 — Mamona — 21 dias pés-op. — O limite entre o osso pré-existente (OP) e osso
neoformado (ON) é nitido. Notamos dreas de reabsorgdo (R) e aposigio de tecido dssco (A)
e, lambén: podemos observar a presencga de linha cimentante (LC).
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DISCUSSAO

Atualmente, existe um interesse muito grande no desenvolvimento de
materiais que sejam capazes de auxiliar o reparo dsseo em casos de
defeitos, principalmente em fungdo do surgimenio de tratamentos de
paciente que apresentam grande areas de perda de tecido ¢sseo.

No intuito de avaliar os diferentes materiais, que vém sendo
desenvolvidos para auxiliar o reparo 0sseo, varios métodos de pesquisa sao
utilizados. Segundo FRAME, 1980, um modelo animal ideal para a pesquisa
para estudo de reparacao tecidual deve ser barato, de facil disponibilidade e
manuseio. Em nosso estudo utilizamos 18 ratos (Ratlus novergicus albinus,
Wistar), machos, com idade aproximada de 90 dias e pesando em média
170 gramas, por serem faceis de serem adquiridos, uma vez que so
reproduzidos pelo biotério central da Unicamp. Em cada animal fora
preparadas duas cavidade oOsseas, sendo uma em cada tibia. Estas
cavidades sdo modelos de estudo bastante Uteis no estudo do reparo dsseo.
Este tipo de defeito 6sseo é& facilmente reproduzivel, simples de ser
realizado, rapido, seguro e nao requer estabilizagao.

O tecido 6sseo caracteriza-se por apresentar uma alta capacidade de
reparacdo espontanea quando é lesionado. Contudo, dependendo da
extensdo da lesfo, as capacidades naturais de reparo do tecido 0ssec nao
sdo suficientes para restaurar a quantidade de tecido perdida. Um defeito
6sseo pode ser considerado de tamanho critico quando, ao longo da vida do

animal, © reparo 0sseo espontaneo nao & capaz de preencher todo o defeito
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com tecido 6sseo neoformado (URIST, 1965; HOLLINGER et al, 1961:
TAGA, 1997). Apesar de ndo serem considerados defeitos dsseos criticos,
as cavidades 0sseas cirurgicas realizadas neste estudo apresentavam um
diametro que permitiu avaliar a capacidade de reparagéo ¢ssea guiada pelas
membranas utilizadas, e diferenciar os resultados encontrados enfre os
grupos controle, colageno e mamona.

Durante a cirurgia para colocagao das membranas, estas devem
estender-se além das margens do defeito apoiando-se em tecido ¢sseo
sadio em todas as diregdes. A utilizacdo de dispositivos de fixacdo é
necessaria para o estabelecimento e manutengéo de tecido de cobertura,
sem prejuizo para o coagulo. A presenca de micromovimentos tem sido
relacionada a aiteragdes na diferenciacéo celular, com indugao de resposta
fibroblastica (SIMION ef a/,1994).

Para BUSER et al {1993) a utilizacdo de fechamento primario do
retalho sem o uso de dispositivo de fechamento primario do retalho sem o
uso de dispositivo de fixagdo é possivel, desde que o mesmo possua um
desenho capaz de garantir suporte da barreira fisica sem tens&o primaria, e
permitir imobilizacio da mesma.

FUGAZZATTO et al. (1997) afirmaram que a fixagdo da membrana
apds sua adaptacéo, se possivel, & extremamente desejavel, para garantir o
espaco do defeito e auxiliar na estabilizagdo inicial do coagulo. Por outro
lado, neste mesmo trabalho, o autor observou que para os casos em que

nao utilizou fixagdo da membrana, conseguiu estabilidade da mesma atfravés
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de liberacdo passiva do retalho, colocagdo da membrana além dos limites do
defeito, meticuloso reposicionamento e sutura.

Em nosso frabalho os defeitos dos grupos colageno e mamona, foram
recobertos pelas membranas reabsorviveis respectivas com o intuito de
compararmos o efeito unicamente destas membranas sobre o processo de
reparo 0sseo guiado. Nao utilizamos dispositivos para fixagéo das mesmas,
pois a estabilidade foi alcangada mediante reposicionamento passivo do
retalho, sutura sem tensao e adaptacao da membrana além das margens do
defeito.

As membranas reabsorviveis, necessitam de um segundo
procedimento cirdrgico para a sua remogao.

HURZELER et al. (1998) relatam a existéncia de fatores que justificam
o desenvolvimento de um material reabsorvivel para ser aplicado na técnica
da regeneracdo ossea guiada. Estd bem documentado na literatura, que o
descolamento de retalho mucoperiosteal, por si s6, pode causar reabsorgdo
do tecido dsseo subjacente (PFEIFER, 1965). Deste modo, a desnudagdo do
osso imaturo, que ocorre no segundo estagio durante a remocdo da
membrana, deve ser evitado. Um outro fator a ser considerado, é que as
membranas n&o reabsorviveis freqlentemente estio relacionadas a
exposicdo  precoce, tornando-se rapidamente contaminadas. A
contaminag@o bacieriana provoca uma reac8o inflamatéria dos tecidos
moles, exigindo a remogdo da membrana ainda nos estagios iniciais da
regeneracao ossea. Muitos trabalhos demonstraram redugéo na quantidade

de tecido 0sseo neoformado quando a exposigéo precoce das membranas
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ocorre (JOVANOQVIC et al, 1992; SIMION et al, 1992, BECKER ef al,
1994).

Em nosso trabalho foi avaliado a regeneracdo dOssea em defeitos
Osseos produzidos cirurgicamente em tibia de ratos. Defeitos controles
foram incluidos na pesquisa para assegurar que os resultados eram
decorrentes do tratamento, ou seja, da utilizacdo de membranas de
coladgeno e mamona, € ndc da capacidade de regeneracdo das lesGes
(BLUMENTHAL, 1988).

A composi¢do quimica das membranas reabsorviveis determina sua
desintegragdo, resposta inflamatéria, bem como longevidade da barreira no
leito (LINDE ef af, 1993). A velocidade de reabsorcdo, assim como a
integracéo e a antigenecidade das membranas de coldgeno, podem ser
controladas pelo grau de “cross-inking” ou reticulamento (MINABE ef
al,1989; CANCIAN et al,1992). Segundo o fabricante da membrana de
colagenc analisada neste experimento, foram removidas as porgoes
potencialmente antigénicas das moléculas durante o processo de fabricacéo,
tornando © produto nao imunogénico e lhe proporcionando uma alta
biocompatibilidade.

Para estabelecer um efeito comparativo, analisou-se também uma
membrana reabsorvivel obtida da poliuretana derivada do dleo da mamona,
que foi utilizada nesta pesquisa por ter seu desenvolvimento totalmente no
ambito nacional, de origem vegetal e por estas razoes, ser de facil obtengéo
e de baixo custo (IGNACIO ef al,, 1996). Ainda, por apresentar comprovagio

cientifica de biocompatibilidade (OHARA ef al, 1995; VILARINHO ef af,
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1996, CARVALHO et al, 1997; COSTA et al, 1997; KONIG Jr. ef al, 1999;
CAVALIERI, 2000).

0Os resultados histolégicos do presente estudo demonstram
claramente que nas cavidades cirlrgicas do grupo controle e do grupo
colageno ocorreu regeneracdo 0ssea muito semelhante nos trés periodos
pos-operatdrios avaliados. Entretanto, a regeneragéo oéssea do grupo
mamona nao se apresentou t4o qualitativa quanto os dois grupos anteriores.

No periodo de 07 dias pds-operatérios do nosso trabalho, verificamos
que os grupos controle e colageno apresentaram uma cavidade Ossea
cirtrgica preenchida por trabéculas dsseas neoformadas circundadas por
tecido conjuntivo frouxo. Entretanto a cavidade do grupo mamona apresenta-
se preenchida por poucas trabéculas dsseas neoformadas e uma grande
quantidade de tecido conjuntivo frouxo. Acreditamos que este fato possa ter
ocorrido em razac da provavel invaginacdo da membrana de mamona em
direcdo ao defeito, devido a pressdo exercida pelos tecidos moles sobre esta
membrana. Segundo LOPES (1999) tal fato parece ser uma causa comum
de falha na regeneragao éssea, quando se utiliza este tipo de membrana.

Em nosso trabalho, a analise histolégica das amostras do periodo
pés-operatorios de 14 dias demonstrou uma evolugdo no processo de
regeneracdo Gssea. As cavidades cirargicas recobertas com a membrana de
colageno apresentam um tecido 6sseo neoformado com caracteristicas mais
maturas € mais bem organizado do que a dos animais do grupo controle e

do grupo mamona. Entre este dois Ultimos grupos, as cavidade cirurgicas do



27

grupo controle apresentaram um resultadc melhor em termos de
neoformacao éssea das cavidades do grupo mamona.

A integracdo tecidual apresentada pela membrana de colageno
provavelmente esta relacionada a suas propriedades biologicas. As fibras de
colageno s&o um excelenie substréto para a adesao celular e servem como
arcabouc¢o temporério para o crescimento de tecido conjuntivo. Além disso,
os produtos de degradacéo deste material propiciam maior desenvolvimento
fibroblastico (GREENSTEIN & CATON, 1993).

Os resultados da analise histolégica no periodo pés-operatorio de 21
dias mostrou que as cavidades cirdrgicas dos grupos controle e colageno
apresentavam-se preenchidas por tecido 6sseo neoformado, sendo que
ainda era possivel observar algumas poucas dreas de tecido conjuntivo. As
cavidades cirdrgicas do grupo mamona embora apresentassem boa
gquantidade de tecido dsseo neoformado, ainda era possivel observar uma
guantidade razoavel de tecido conjuntivo densoc em seu interior. Acreditamos
que este fato possa ter ocorrido em raz&o dos produtos de degradacéo deste
material que possam ter penetrado no interior da cavidade, proporcionando
um atraso no processo de regeneracao dssea.

Diante dos resultados ficou evidente que as membranas de colageno
exerceram a func@o de barreira mecanica, impedindo que o tecido fibroso
penetrasse no interior da cavidade 6ssea cirurgica.

De acordo com GALCUT et al. (1991) a quantidade de formacéao
Ossea depende também da quantidade da membrana. Os melhores

resultados obtidos com a membrana de colageno, possivelmente estéo
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relacionadas as proprias caracteristicas da membrana, como composicio
quimica, espessura, textura e porosidade. A protecdo de defeitos Osseos
com membrana biocompativel, facilita a migracdo de células com potencial

osteogénico.

CONCLUSOES

Dentro das condigtes experimentais deste trabalho e, com base nos

resultados obtidos, podemos concluir gue:

1. A membrana de colageno foi efetiva em promover a regeneracio
Ossea das cavidades Osseas cirdrgicas, nos periodos pos-
operatérios de 7, 14 e 21 dias.

2. A membrana de polimero de mamona permitiu que ocorresse
regeneracdo Ossea das cavidades cirurgicas, porém, ndo tao
efetiva quanto ac que ocorreu nos grupos conirole e colageno.

3. Histologicamente, tanto o grupo controle quanto 0s grupos
experimentais {colagenc e mamona) apresentaram um aumento

na neoformagio 6ssea ao longo do tempo.
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