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FERRIOLLI, S. C. Comparacdo da atividade osteopromotora de membranas
nacionais de pericardio bovino no processo de regeneracédo 6ssea guiada. 2023.
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RESUMO

O éxito de membranas absorviveis ja € descrito na literatura, porém, sua
vulnerabilidade a degradacdo do coldgeno e a estabilidade dimensional reduzida
ainda sao fatores deliberativos em pesquisas cientificas [1-2] tornando pertinente a
busca por materiais capazes de suprir essas limitacbes, bem como também cumprir
as exigéncias para adequada reconstrucao fisico biolégica dos defeitos 6sseos. Nesse
contexto, as membranas coldgenas de pericardio bovino tém como premissa retardar
esse prejuizo e aumentar a resisténcia mecanica [3-4]. O objetivo deste trabalho é
avaliar o potencial osteopromotor das membranas nacionais de pericardio bovino
recentemente inseridas no mercado, em comparacdo com a membrana de derme
suina amplamente utilizada Bio-Gide® (Geistlich Wohlhusen, Sui¢a) implantando-as
em defeitos criticos criados em calvaria de ratos. Foram utilizados 96 ratos Albinus
Wistar divididos em 4 grupos, n=: grupo (GC-) controle negativo somente com
coagulo; grupo (GT1) que recebeu a membrana de pericardio bovino (Surgitime
Collagen® - Bioinnovation); grupo (GT2): membrana de pericardio bovino (Techgraft -
Baumer®); e grupo controle positivo (GT+): membrana de derme porcina (Bio-Gide®).
Cada grupo foi dividido em 04 subgrupos, de acordo com os tempos de eutanasia: 7,
15, 30 e 60 dias. Apdés a eutanasia, as pecas foram processadas e os tramites
laboratoriais realizados para avaliacdo das analises histomorfométrica, perfil
inflamatério e microtomografica. Os resultados quantitativos e qualitativos obtidos
demonstram que as membranas de pericardio bovino tiveram bom comportamento
bioldgico, promoveram neoformacao éssea, e auxiliaram no processo de regeneragao
O0ssea guiada, apresentando comportamento biolégico semelhante a membrana de
derme suina e superior ao grupo controle negativo, fazendo das membranas nacionais
Surgitime Collagen® e Techgraft uma alternativa pertinente a membrana de derme
suina Bio-Gide® amplamente utilizada nos processos de regeneracdo 0ssea guiada.

Palavras-chave: Regeneracdo Ossea. Materiais biocompativeis. Osso e 0Ss0s
Membranas I. T.
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ABSTRACT

The success of absorbable membranes is already described in the literature, however,
their vulnerability to collagen degradation and reduced dimensional stability are still
deliberative factors in scientific research [1,2] making relevant the search for materials
capable of meeting these limitations, as well as meeting the requirements for adequate
biological physical reconstruction of bone defects. In this context, bovine pericardium
collagen membranes have the premise of delaying this injury and increasing
mechanical resistance [3,4]. The objective of this work is to evaluate the osteopromoter
potential of bovine pericardium reticulated national membranes recently inserted on
the market, in comparison with a widely used non-reticulated pig collagen membrane,
Bio-Gide® (Geistlich Wohlhusen, Switzerland) implanting them in critical defects
created in rat calvary. Ninety-six Albinus Wistar rats were divided into 4 groups, n=6:
group (GC-) negative control only with clot; group (GT1) that received bovine
pericardium membrane (Surgitime Collagen® - Bioinnovation); group (GT2): bovine
pericardium membrane (Techgraft - Baumer®); and positive control group (GT+):
porcin dermis membrane (Bio-Gide®). Each group was divided into 04 subgroups,
according to euthanasia times: 7, 15, 30 and 60 days. After euthanasia, the parts were
processed and laboratory procedures performed to evaluate histomorphometric,
inflammatory profile and microtomographic analyses. The quantitative and qualitative
results obtained demonstrate that bovine pericardium membranes had good biological
behavior, promoted bone neoformation, and assisted in the guided bone regeneration
process, presenting behavior similar to the swine dermis membrane and superior to
the control group, making the national membranes Surgitime Collagen® and Techgraft
a relevant alternative to bio-gide swine dermis membrane® widely used in guided bone

regeneration processes.

Keywords: Regeneracdo 6ssea. Materiais biocompativeis. Osso e ossos Membranas
I. T.
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Figura 11 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do
grupo GT1 aos 7 dias de reparo 6sseo nas magnificacdes de 4 e 10x, coloracdo
HE. A- Visdo panoramica do defeito 6sseo (entre*) com preenchimento por tecido
conjuntivo (TC) e tecido 6sseo neoformado (NO) e membrana colabada (circulo
azul); B e D: presenca de tecido conjuntivo denso (CD) proximo as bordas do
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conjuntivo denso (CD) préximo as bordas do defeito ésseo, com ilhas de
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apresentando neoformacéo éssea trabecular e abaixo uma matriz 6ssea lamelar
(seta roxa), com trabéculas (seta azul escuro) preenchidas de tecido frouxo (seta
azul claro). A.1: tecido fibroso (seta azul clara); B: Centro com presenca da
membrana, tecido conjuntivo e abaixo, osso lamelar (seta roxa). B.1 vasos
sanguineos (seta vermelha) e infiltrado inflamatdrio mononuclear (seta amarela).;
C: trabéculas de tecido 6sseo lamelar (seta roxa), delimitando cavidades
preenchidas por medula 6ssea (seta preta) e tecido fibroso (seta azul clara). C.1:
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Figura 14 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do
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HE. A- Visao panoramica do defeito 0sseo (entre*) com neoformacgéo éssea total
(NO); B e D tecido 6sseo maduro (OM) as margens do defeito com presenca
ainda de tecido conjuntivo denso. C: ao centro defeito, uma camada de osso
maduro na superficie, ao meio matriz 6ssea neoformada trabecular, entremeado

por tecido conjuntivo denso e fragmentos da membrana (M).
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Figura 15 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do
grupo GT1 aos 30 dias de reparo 0sseo nas magnificacbes de 40 e 100x,
coloragdo HE. A: Area de coto apresentando maturacdo éssea (seta roxa),
cavidades preenchidas por medula 6ssea (seta preta); A.1: osteoblasto (seta azul
claro), ostedcito (seta marrom). B: Centro com presenca de neoformacéo
trabecular (seta azul escuro), B.1l: vasos sanguineos (seta vermelha); C:
Maturagéo do tecido 6sseo, C.1: mineraliza¢do dos osteodides, confinados dentro
das lacunas (seta azul claro); osteoblastos (seta verde), Osteécitos (seta
marrom).

Figura 16 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do
grupo GT1 aos 60 dias de reparo 6sseo nas magnificacées de 40 e 10x, coloracéo
HE. A: Visdo panoramica do defeito 6sseo (entre*) com neoformacao 6ssea total
(NO); B, C e D: neoformacdo O6ssea (NO) em praticamente todo o defeito,
maturacdo do tecido 6sseo em alguns pontos (OM) e presenca ainda de tecido
conjuntivo denso (CD) em lacunas de neoformacéo (MON).

Figura 17 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do
grupo 2T1 aos 60 dias de reparo 6sseo nas magnificacbes de 40 e 100x,
coloracdo HE. A: Area de coto apresentando osso maduro (seta roxa); A.l:
ostedcito (seta marrom), canal de Havers (seta cinza). B: Centro fechado quase
completamente, com maturacdo do tecido conjuntivo denso. B.1: mineralizacao
dos ostedides em ostedcitos (seta azul claro), ostedcito (seta marrom), canal de
Havers (seta cinza); C: Tecido 6sseo maduro (seta roxa) C.1: cavidades
preenchidas por medula 6ssea (seta preta) apresentando vascularizacéo (seta
vermelha), Ostedcitos (seta marrom).

Figura 18 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do
grupo GT2 aos 7 dias de reparo 6sseo nas magnificacdes de 4 e 10x, coloracéo
HE. A: visdo panoramica do defeito 6sseo (entre*) com presenca de tecido
conjuntivo frouxo (CF) e auséncia de neoformacéo 0ssea; B e D: Cotos com inicio
de neoformacédo 6ssea (NO) e maturacéo do tecido conjuntivo apresentando-se
ora denso (CD) ora fibroso (CF), C: ao centro vista da membrana colabada e

abaixo tecido conjuntivo frouxo.
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Figura 19 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do
grupo GT2 aos 7 dias de reparo 6sseo nas magnificacdes de 40 e 100x, coloracdo
HE. A: estroma fibroso preenchido por tecido conjuntivo frouxo, células
mononucleares (seta azul claro), lacunas preenchidas por medula (seta preta),
maturacédo do tecido 6sseo (seta azul escuro). B: tecido conjuntivo frouxo pouco
organizado (seta branca). C: neoformacdo 60ssea em area de coto e maturacao
do tecido fibroso (seta branca).

Figura 20 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do
grupo GT2 aos 15 dias de reparo 6sseo nas magnificacoes de 10 e 40x, coloracdo
HE. A: visdo panoramica do defeito 6sseo (entre*) e membrana colabada; C e D:
Margens com inicio de neoformacéo éssea e mineralizacao do tecido; B presenca
de tecido conjuntivo frouxo, iniciando o processo de formacao éssea; B e D:
Margens com inicio de neoformacao Ossea.

Figura 21 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do
grupo GT2 aos 15 dias de reparo 0sseo nas magnificacdes de 40 e 100x,
coloracdo HE. A: Neoformacao 6ssea trabecular entremeada por tecido fibroso
(seta branca), A.1 vaso sanguineo (seta vermelha), estroma fibroso nos espacos
trabecular (seta azul clara). B: membrana presente e abaixo dela a maturacéo do
tecido conjuntivo. B.1: ostedcito (seta verde), osteoclasto (seta amarela), vasos
sanguineos (seta vermelha). C: neoformacéo 6ssea em area de coto e maturacao
do tecido fibroso em tecido 6sseo (seta roxa), ostedcito (seta verde).

Figura 22 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do
grupo GT2 aos 30 dias de reparo 6sseo nas magnificacdes de 10 e 40x, coloracdo
HE. A: visdo panoramica do defeito 6sseo (entre*) e remanescente da membrana;
C e D: Margens com osso maduro, ilhas de neoformacdo e trabéculas
preenchidas por medula; B ao centro presenca de tecido conjuntivo denso
e fechamento do defeito.

Figura 23 - Fotomicrografias da regido do coto 0sseo e do centro do defeito do
grupo GT2 aos 30 dias de reparo 0sseo nas magnificacoes de 40 e 100x,
coloragdo HE. A: grande quantidade de osso maduro, A.l1 osteoblasto
depositando matriz 6ssea (seta salmao), periosteo (seta branca). B: Tecido
conjuntivo envolvendo restos da membrana, trabéculas Osseas (seta azul

escuro), estroma fibroso (seta azul claro). B.1: vaso sanguineo (seta vermelha).
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C: trabéculas de tecido 6sseo lamelar, delimitando cavidades preenchidas (seta

preta), osteoclasto (seta amarela), ostedcito (seta verde).

Figura 24 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do
grupo TG2 aos 30 dias de reparo 6sseo nas magnificacdes de 4 e 10x, coloracdo
HE. A: visdo panoramica do defeito ésseo (entre*) com neoformacao 6ssea por
todo defeito (NO); B e D tecido 6sseo maduro (OM) as margens do defeito
apresentando ainda de tecido conjuntivo denso (CD); C: ao centro neoformacéao
O0ssea entremeado por tecido conjuntivo denso, presenca de periosteo (seta

amarela).

Figura 25 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do
grupo GT2 aos 30 dias de reparo 0sseo nas magnificacdes de 40 e 100x,
coloracdo HE. A: grande quantidade de osso maduro, diminuicdo das trabéculas,
A.1 osteoclasto (seta amarela), tecido conjuntivo fibroso (seta branca). B: Tecido
conjuntivo fibroso na base do defeito, entremeado por um tecido conjuntivo
fiboroso bem organizado (seta branca) B.1: vaso sanguineo (seta vermelha). C:
osteoclasto (seta amarela), ostedcito (seta verde).

Figura 26 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do
grupo GC+ aos 7 dias de reparo 6sseo nas magnificacées de 4 e 10x, coloracdo
HE. A:viséo panoramica do defeito 6sseo (entre*) com a presenca da membrana
de colageno porcino em toda a extenséo do defeito 6sseo (M) e abaixo um tecido
de granulacdo bem organizado (CF); B e D: inicio de formacg&o 6ssea as margens
do defeito (NO), tecido conjuntivo denso (CD); C) diferenca nos tecidos abaixo da
membrana (M), tecido conjuntivo frouxo e neoformacao 6ssea (NO) entremeada
por um conjuntivo denso (CD).

Figura 27 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do
grupo GC+ aos 7 dias de reparo 0sseo nas magnificacbes de 40 e 100x,
coloracdo HE. A: neoformacédo 6ssea nos cotos (seta roxa), maturacao do tecido
de granulacdo celularizado (seta amarela), espacos preenchidos por medula
hematopoiética (seta preta) A.1 tecido celularizado (seta amarela). B: Membrana
integra (M), tecido celularizado (seta amarela). B.1l: tecido celularizado
apresentando células e vasos sanguineos. C trabéculas 6sseas neoformadas

(seta roxa), B.1 espacos trabeculares preenchidos de tecido conjuntivo frouxo
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organizado (seta amarela), osteoblastos depositando matriz 6ssea (seta salmao)

e ostedcitos (seta verde).

Figura 28 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do
grupo GC+ aos 15 dias de reparo 6sseo nas magnificacdes de 4 e 10x, coloracéo
HE. A: visdo panoramica do defeito ésseo (entre*) com a presenca da membrana
de colageno porcino em toda a extenséo do defeito ésseo (M) e abaixo um tecido
de granulacdo bem organizado (CF); B e C: Maturacdo do tecido O0sseo as

margens do defeito (NO) e presenca ainda de tecido conjuntivo denso.

Figura 29 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do
grupo GC+ aos 15 dias de reparo 60sseo nas magnificaces de 40 e 100x,
coloracdo HE. A, C: neoformacdo 6ssea nos cotos (seta roxa), maturacdo do
tecido 6sseo primario, fibras coladgenas dispostas em varias dire¢des. A.1 e B.1:
células mononucleares (seta amarela) e vasos sanguineos (seta vermelha) nas
fibras colagenas. C.1 transicdo do 0sso primario em 0sso lamelar trabecular (seta
roxa), trabéculas 6sseas apresentando espacos de medula hematopoiética (seta
preta).

Figura 30 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do
grupo GC+ aos 30 dias de reparo 6sseo nas magnificacées de 4 e 40x, coloracdo
HE. A:visdo panoramica do defeito 6sseo (entre*) fechado quase que completo
entremeado de tecido conjuntivo ao centro e restos da membrana; B e D:
Maturacdo do tecido 6sseo as margens do defeito (MON), diminuicdo das
trabéculas e presenca ainda de tecido conjuntivo denso. C: presenca de
remanescentes da membrana envolta por tecido conjuntivo fibroso organizado
(CF) e osso neoformado. Acima, presenca de peridsteo (seta amarela).

Figura 31 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do
grupo GC+ aos 30 dias de reparo 60sseo nas magnificacbes de 40 e 100x,
coloracdo HE. A.1 e B1l: confluéncia de pontes ou traves de tecido O6sseo
preenchidos por células mesenquimais, osteoprogenitoras e vasos sanguineos
(seta preta). B: transicdo do tecido primario em secundario, com as fibras
coldgenas mais organizadas (seta azul). C: fase de maturacao do tecido primario.
(seta azul) células mesenquimatosas se transformando em grupos de

osteoblastos (seta marrom).
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Figura 32 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do
grupo GC+ aos 60 dias de reparo 6sseo nas magnificacdes de 4 e 10x, coloracdo
HE. A: visdo panoramica do defeito 6sseo (entre*); B e D: Maturagdo do tecido
0sseo as margens do defeito apresentado ilhas de neoformacéo (NO) e presenca
ainda de tecido conjuntivo denso. C: defeito fechado quase que completo
entremeado de tecido conjuntivo ao centro, com restos da membrana de
coldgeno porcino ao centro e abaixo um tecido de granulacdo bem organizado
(CD).

Figura 33 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do
grupo GC+ aos 60 dias de reparo 0sseo nas magnificaces de 40 e 100x,
coloracdo HE. A: grande quantidade de tecido 6sseo lamelar nos cotos (seta
roxa). A.1 e B1: confluéncia de pontes ou traves de tecido 6sseo recém-formadas
no centro da ossificacdo, mantendo espacos entre si preenchidos células e vasos
sanguineos (seta preta). B: centro apresentando o0sso maturado nhas
extremidades, com fechamento quase total do defeito e ao meio, a transicao do
tecido primario em tecido secundario. fibras colagenas organizadas (seta azul).
C: fase de maturacdo do tecido primario. (seta azul), grupos de osteoblastos
sintetizado uma matriz ainda ndo mineralizada (seta marrom).

Figura 34 - Fotomicrografia panoramica da regido do coto 6sseo e do centro do
defeito do grupo GC- aos 7 dias de reparo 0sseo nas magnificacbes de 4x
coloragdo HE. — A: visdo panoramica do defeito 6sseo (entre*). Defeito
preenchido por tecido de granulacéo (TG). Inicio de neoformacéo dssea proximo

aos cotos (NO).

Figura 35 - Fotomicrografia panoramica da regido do coto 6sseo e do centro do
defeito do grupo GC- aos 15 dias de reparo 6sseo nas magnificacdes de 4 e 40x
coloragdo HE. A — visdo panoramica do defeito 6sseo (entre*); B, D: Cotos
apresentando neoformacdo Ossea e presenca de tecido conjuntivo denso; C:
Defeito preenchido por tecido conjuntivo frouxo na superficie e denso na parte
mais profunda, com inicio de maturag&o ao centro.

Figura 36 - Fotomicrografia panoramica da regido do coto 6sseo e do centro do
defeito do grupo GC- aos 30 dias de reparo 6sseo nas magnificacdes de 4 e 40x
coloracdo HE. A — Visdo panoramica do defeito 6sseo (entre*); B, D: Cotos

apresentando neoformagdo 6ssea com espacos preenchidos por células
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mesenquimais, células osteoprogenitoras e vasos sanguineos (seta preta); C:

Defeito preenchido por tecido conjuntivo frouxo e denso.

Figura 37 - Fotomicrografia panoramica da regido do coto 6sseo e do centro do
defeito do grupo GC- aos 60 dias de reparo 6sseo nas magnificacdes de 4 e 40x
coloragdo HE. A — Visdo panoramica do defeito 6sseo (entre*); B, D: Cotos
apresentando neoformacao déssea (seta azul) entremeado por tecido conjuntivo
fibroso (seta amarela); C: Auséncia de tecido 6sseo neoformado e presenca de

tecido conjuntivo fibroso (seta amarela).

Figura 38 - Grafico demonstrando as comparacfes das médias e desvio padrao
intra e inter-grupos para a analise de células inflamatérias (linfécitos) no periodo
de 7 e 15 dias. As letras minusculas representam as diferencas estatisticas
significantes inter grupos para o periodo de 15 dias, o * demonstra se houve

diferenca estatistica significante intra grupo no periodo de 7 para 15 dias.

Figura 39 - Grafico demonstrando as comparacfes das médias e desvio padrao
intra e inter grupos para a analise da quantidade de vasos sanguineos no periodo
de 7 e 15 dias, sem diferenca estatistica significante para nenhum dos periodos

e grupos avaliados.

Figura 40 - Grafico de comparativo intergrupos das médias e desvio padrdo da
area de osso neoformado de todos os grupos (GC+, GT2, GT1 e GC-) para o0s
tempos experimentais de 7,15,30 e 60 dias. (a) minusculo representa a diferenca
estatistica entre os grupos (GC+) e (GT2) no periodo de 30 dias; (A) maiusculo
representa a diferenca entre os grupos (GC+) e (GT2) no periodo de 60 dias e (*)
representa que houve diferenca estatistica entre os grupos (GC+), (GT2) e (GT1)
para o grupo coagulo em todos os periodos.

Figura 41 - Gréafico de comparativo intragrupos das médias e desvio padrdao da
area de osso neoformado de todos os grupos (GC+, GT2, GT1 e GC-) para 0s
tempos experimentais de 7,15,30 e 60 dias. Letras minusculas representam
diferenca estatistica intragrupo para os periodos de 15 a 30 dias; letras
maiusculas representam diferenca estatistica intragrupo entre os periodos 15 a
30 e 30 a 60; (*) representa diferenca estatistica para os periodos 7,15 e 30 dias

em relacdo ao periodo de 60 dias.
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Figura 42 - Graficos de analise dos parametros (BV), (BV/TV), (Po.tot), (Tb.th),
(Tb.Sp), Th.N) dos grupos (GC+), (GT2), (GT1) e (GC-) ap0s microtomografia
computadorizada (micro-CT) no periodo de 60 dias.
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1 INTRODUCAO

O mecanismo biologico da regeneracdo 0ssea guiada, baseia-se no conceito da
osteopromocao, isto €, o uso de meios fisicos que promovem o selamento de um local
anatdmico, prevenindo que outros tecidos, principalmente o tecido conjuntivo invadam
a regido uma vez que sua formacéo é mais rdpida que a do tecido 6sseo, interferindo
diretamente na osteogénese [1-4]. Com isso, ha a criacdo e manutencdo de um
espaco onde células osteogénicas derivadas do osso hospedeiro possam ocupar, se
proliferar e subsequentemente, melhorar a regeneracdo 6ssea, além de auxiliar no

seu direcionamento [5,6].

Os meios fisicos mais utilizados para promover este selamento regional sdo as
membranas bioldgicas, cujo os objetivos sdo a criacdo e manutencdo volumétrica
desse espaco, bem como de uma geometria adequada [7-9]. A membrana deve,
portanto, suportar seu peso e resistir a pressao dos tecidos adjacentes além de forcas
externas. Deve ter rigidez suficiente (memdria), para criar e manter um espaco
favoravel, e adaptar-se ao contorno 0sseo, permitindo que retorne a sua forma.
Portanto, quanto melhor a adaptacdo da membrana, mais completa sera a

regeneracao [4,10].

As membranas absorviveis oriundas de coldgeno sdo comumente utilizadas
devido a boas propriedades e biocompatibilidades integrativas, serem
semipermeaveis, o que facilita a transferéncia dos elementos nutritivos, tendo como
principal vantagem a ndo necessidade de um segundo tempo cirlrgico para sua
remocao, além de apresentarem menos complica¢des na linha de incisdo, em casos

de deiscéncia de suturas [11-13].

Nesse contexto, cabe ressaltar que as membranas coladgenas possuem em sua
composicdo moléculas compostas por aminoacidos (glicinas, prolinas, hidroxiprolinas
e hidroxilisinas), que definem as caracteristicas de pouca extensibilidade, alta
resisténcia, fibroorientacdo, controle da adicdo e liberacdo de substancias, baixa
antigenicidade e estimulacdo da coagulacdo sanguinea [14,15]. Podem ter origem
bovina, suina ou equina; constituidas por colageno tipo I, tipo Il ou ambos;
provenientes das regides de pericardio, derme, tenddo, ou fascia temporal de animais
[16,17].
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Estas podem ser de Unica ou dupla camada, compostas por ligacdes colagenas
reticuladas (cross-linked) ou nao reticuladas (ndo cross-linked) que necessitam de
adaptacdo subepitelial e estabilidade [17]. Apesar de seus bons resultados no
processo de ROG, ainda possuem como maior desvantagem, uma estabilidade
dimensional reduzida, e como tentativa de melhorar esta propriedade, algumas
empresas estdo investindo em membranas com ligacdes cruzadas (cross-linked),

como as provenientes de pericardio bovino [18,19].

O pericardio bovino é um material homogeno, bioinerte e osteopromotor, que
nao precisa ser removido devido sua biorreabsorcéo, provoca reacéo inflamatoria leve
e por tempo limitado, promovendo a formacdo de uma fina capsula conjuntiva e
algumas areas de calcificacdo. Utilizado com sucesso ha cerca de trés décadas em
diversas areas da medicina, principalmente na cardiologia, devido a alta resisténcia e

facil aquisicdo, com o objetivo de regeneracéo tecidual [20].

Baseado nas caracteristicas promissoras do pericardio bovino, novas
membranas reabsorviveis a base desse material como a Techgraft® (Baumer, Mogi
das Cruzes, Sao Paulo) e a Surgitime Cocllagen® (Bioinnovation Produtos
Biomédicos Ltda, Bauru, S&o Paulo) compostas majoritariamente de colageno tipo |
foram recentemente desenvolvidas com o intuito de promover desempenho maior ou
semelhante ao de membranas pré existentes oriundas de outras fontes colagenosas
como a lider de mercado Bio-Gide® (Geistlich), uma das matrizes mais utilizadas e
documentadas, derivada de derme suina e nédo reticulada [15,21], na atividade
osteopromotora da ROG.

Sabendo-se que ainda ha poucos trabalhos sobre esses novos materiais e
entendendo a importancia dos trabalhos pré-clinicos para que biomateriais possam
ser validados, este projeto foi entdo elaborado para ser mais uma fonte de anélise
importante para fomentar o possivel uso dessas membranas nos processos de

regeneracao 0ssea guiada.
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2 OBJETIVO

Esse trabalho tem por objetivo avaliar a regeneracdo 0ssea guiada promovida
por dois tipos de membranas reabsorviveis derivadas de pericardio bovino Techgraft®
(Baumer, Mogi das Cruzes, Sao Paulo) e Surgitime Collagen® (Bioinnovation
Produtos Biomédicos Ltda, Bauru, Sdo Paulo) em comparagcdo com a membrana de
derme suina (Bio-Gide® - Geistlich Wohlhusen, Suica) em defeitos criticos em calotas

de ratos.
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3 MATERIAIS E METODOS

Previamente a aquisicdo e acomodacdo dos animais, bem como antes da
execucado de qualquer intervencado, o presente projeto de pesquisa foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba — UNESP, dentro das normas vigentes adotadas pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (Protocolo n°0402-2022), seguindo as
diretrizes nacionais para o cuidado e uso de animais segundo o ARRIVE Guidelines

(Pesquisa com Animais: Relato de Experimentos in Vivo) [22].

Os 96 animais (Rattus novergicus albinus, Wistar) machos, pesando
aproximadamente 350g, foram recebidos e ambientados no biotério da disciplina de
Diagnostico e Cirurgia FOA/UNESP. Foram mantidos sob as seguintes condi¢gfes
durante todo o periodo experimental: ciclo de 12 horas de claro e 12 horas de escuro,
temperatura ambiente de 22 + 25°C, sistema de ventilacdo/exaustdo permitindo 20
trocas de ar por hora, umidade relativa do ar em torno de 55 + 5%, acondicionamento
em gaiolas plasticas (5 animais por gaiola), onde tiveram racdo balanceada
(NUVILAB, Curitiba PR, Brazil) contendo 1.4% Ca e 0.8% P e agua ad libitum. Os
animais se apresentaram saudaveis e em condi¢cdes de sofrerem os procedimentos

operatorios.

Divisdo dos grupos e membranas utilizadas

Para este estudo, foram selecionadas 2 diferentes marcas nacionais de
membranas de colageno bovino e 1 marca importada de coldgeno porcino, disponiveis
no mercado, consideradas de ampla utilizacdo na préatica clinica de cirurgias
maxilofaciais. Os animais foram divididos em quatro grupos dentro de cada material,
de maneira randomizada, pelo método do sorteio manual, referente aos periodos de
eutanasia de 07,15, 30 e 60 dias. Cada grupo contendo 06 animais (n = 6), levando a
um total de 96 (N=96), sendo 24 pecas por material. Em cada calota foi confeccionado
um defeito 6sseo, tido como critico, de 08 mm de diametro interno com uma broca
trefina (Sistema Neodent, Brasil), todos preenchidos apenas com coagulo sanguineo,
e revestidos conforme os grupos: Grupo teste 1 (GT1) que recebeu a membrana

Surgitime collagen®; (n=24); Grupo teste 2 (GT2) que recebeu a membrana
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Techgraft® (n=24); Grupo controle positivo (GTH gue recebeu a membrana Biogide®

(n=24) e Grupo controle negativo (GC") preenchido apenas com coagulo (n=24).

Utilizando-se as respectivas membranas:

GT1 - Surgitime Collagen® (Bionnovation Produtos Biomédicos Ltda, Bauru, Sédo
Paulo), implantavel e reabsorvivel, projetada com a finalidade de servir como barreira
em procedimentos de regeneracao e/ou reconstrucdo 6ssea. Consiste de uma matriz
acelular, nado citotoxica e n&o pirogénica de pericardio bovino composta
majoritariamente por colageno tipo I, com sua estrutura porosa, de aproximadamente
0,5-1,0mm de espessura permitindo vascularizacao, proliferacdo e maturagao celular
e sua reabsorcdo ocorre entre 60 e 90 dias, o que é suficiente para propiciar a

neoformacédo éssea.

GT2 - Techgraft® (Baumer, Mogi das Cruzes, Sdo Paulo) é uma membrana bioldgica
reabsorvivel, acelular de pericardio bovino, composta principalmente de colageno tipo
| de alta flexibilidade e resisténcia, possuindo espessura de 150-250mm e com tempo
de reabsorcao de 4 a 6 meses compativel com o reparo 6sseo. Apos sua implantacao,
degrada-se lentamente por acdo enzimatica e € substituida pelo proprio tecido

conjuntivo.

GC™- Bio-Gide® (Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Suica) é uma membrana colagena

natural proveniente da derme suina, lider para regeneracéo de tecido oral, de facil
adaptacdo, biocompativel e elevada hidrofilia. E uma membrana bicamada; uma
camada compacta e lisa € coberta por um filme particularmente denso, projetado para
evitar a invasao de tecidos moles em um defeito ésseo protegido pela membrana,
atuando também como guia para a formac¢do adequada de 0sso, tecido mole e o

desenvolvimento de vasos sanguineos.

3.1 Procedimento cirurgico

Os animais foram mantidos em jejum pré-operatério de doze horas e submetidos
a sedacao por meio da administracdo via intramuscular, com Cloridrato de Ketamina
(Francotar — Vibrac do Brasil Ltda, S&o Paulo, Brasil) associado a Xilazina (Rompum

— Bayer AS — Saude Animal, S&o Paulo, Brasil), na dosagem de 70mg/Kg e 5mg/Kg,
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respectivamente. Foi adotado um rigoroso protocolo asséptico, incluindo a
esterilizacéo do instrumental utilizado, delimitacdo da area a ser operada com campos
estéreis, uso de aventais e luvas cirargicas estéreis. Todos os procedimentos
cirurgicos foram realizados na sala cirargica do Biotério da Faculdade de Odontologia
de Aracatuba — UNESP.

Foi realizada a tricotomia manual na regido da calvéria, antissepsia com Polivinil
Pirrolidona lodo Degermante (PVPI 10%, Riodeine Degermante, Rioquimica, S&o
José do Rio Preto), associado ao PVPI topico (PVPI 10%, Riodeine, Rioquimica, S&o

José do Rio Preto) e aposicédo de campos estéreis.

Logo apds a tricotomia e a antissepsia dos animais, foi realizada uma inciséo
linear no sentido occipito-frontal de aproximadamente 2 (dois) cm, com lamina n° 15
(Feather Industries Ltda, Tokyo, Japdo) montada em cabo de bisturi n 3 (Hu-Friedy,
Alemanha), com o descolamento total do retalho com descolador tipo Molt (Hu-Friedy,
Alemanha). Em seguida com auxilio de broca trefina de 8mm de didmetro interno (3i
Implant innovations, Inc., Palm Beach Gardens, EUA) acoplada em baixa-rotacéo sob
irrigacdo abundante com solucao de cloreto de sodio 0,9% (Darrow, Rio de Janeiro,
Brasil), foi confeccionado um defeito cirtrgico critico de 8 mm de didmetro na porcéo
central da calvaria envolvendo a sutura sagital, mantendo-se a integridade da dura-

mater, seguindo o protocolo [4,23-26].

Figura 1 — Defeito 6sseo de 8mm de didmetro criado no centro da calvaria envolvendo
a sutura sagital, representada pela linha tracejada vermelha.

Fonte: Elaborado pelo autor (2021)
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De acordo com o tratamento proposto os defeitos foram preenchidos somente
com coagulo sanguineo e recobertos com a membrana referente a cada grupo (Figura
2). Em seguida, com o procedimento finalizado, os tecidos moles dos animais foram
cuidadosamente reposicionados e suturados em planos empregando-se fio
reabsorvivel (acido polilatico — Vycril 4.0, Ethicon, Johnson Prod., S&o José dos
Campos, Brasil) no plano profundo e fio monofilamentar (Nylon 5.0, Mononylon,
Ethicon, Johnson Prod., Sdo José dos Campos, Brasil) com pontos interrompidos no
plano mais externo [23-28].

Figura 2 — (A) Defeito critico de 8mm tido como padrdo em todos 0S grupos.
Preenchidos com coagulo sanguineo e recobertos com a membrana referente a cada
grupo: (B) GT1: Surgitime Collagen®; (C) GT2: Techgraft®; (D) GC+: BioGide® e (E) GC-:
apenas coagulo.

L GC-

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

No pés-operatédrio imediato cada animal recebeu dose Unica intramuscular de

0,2 ml de Penicilina G-benzatina (Pentabidtico Veterinario Pequeno Porte, Fort Dodge



28

Saude Animal Ltda., Campinas, SP) e foram mantidos em gaiolas individuais durante

todo o experimento com ragao e agua ad libitum.
3.2 Eutanésia e coleta do material

Os animais foram submetidos a eutanasia nos periodos de 7, 15, 30 e 60 dias
pOs operatorios por meio de sobredosagem anestésica sob via intramuscular de
cloridrato de ketamina (25 mg/kg) e de cloridrato de xilazina (5 mg/Kg), nos dias pré-
estabelecidos anteriormente. Todas as amostras coletadas ap0s a eutandsia dos
animais foram fixadas em paraformaldeido a 4% por 48 horas para fixagéo tecidual.
Em seguida, foram lavadas em agua e descalcificadas em &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) a 10% por 5 semanas. As amostras foram lavadas
por 12 horas e desidratadas em diferentes concentracdes de alcool (70% e 100%),
seguidas de diafanizacdo em xilol e incluidas em parafina. Finalmente, as amostras
foram cortadas em micrétomo com 6 um entre cada fatia. As laminas histologicas

foram montadas e coradas com hematoxilina e eosina [24-28].

Para realizacdo da analise de MicroCT, as pecas referentes a eutanasia de 60
dias, foram fixadas em formaldeido 10% durante 48 horas, lavadas em agua corrente
por 24 horas, mantidas em alcool 70% para realizacdo das microtomografias e
posteriormente processadas da mesma maneira que as pecas dos periodos
referentes a eutanasias anteriores, para a coloracao de HE [4,25,26].

3.3 Analise dos resultados

Anélise Histomorfométrica

Apoés a obtencédo das laminas, estas foram avaliadas histologicamente quanto a
capacidade de neoformacéo 6ssea, presenca de infiltrado inflamatério, formacao de
tecido conjuntivo, absor¢céo e/ou manutencado dos materiais estudados. As amostras
foram codificadas de maneira que somente a orientadora sabia a quais grupos

pertenciam. Um anico examinador realizou as analises.

A partir dos cortes semiseriados em cada periodo de eutanasia serem coradas
com HE (Merck & Co., Inc.), as mensuracdes foram realizadas utilizando um

microscoépio optico (LeicaR DMLB, Heerbrugg, Switzerland) acoplado a uma camera
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de captacdo de imagem (LeicaR DC 300F microsystems Itd, Heerbrugg, Switzerland)
e conectado a um microcomputador Pentium IlI com um software analisador de
imagens digitalizadas ImageLab 2000 (Software de Processamento e Analise de
Imagens, Ontario, Canada). As imagens digitalizadas foram gravadas em arquivos
JPEG para serem posteriormente analisadas e foram projetadas na tela de um monitor
Samsung (SyncMaster 3Ne, 15 polegadas). Para analise histolégica qualitativa e
descritiva foi realizada fotomicrografias nos aumentos de 4x, 10x, 100x. A
reconstrucdo panoramica das secc¢fes histologicas foi realizada no aumento de 4x
para a representacdo das imagens e localizacdo da area analisada e 0s outros

aumentos para confirmar os achados histolégicos.

O perfil inflamatério das membranas foi realizado a partir da quantificacdo de
células inflamatérias (linfécitos) e vasos sanguineos. Para isso, foram realizadas
fotomicrografias em um aumento de 100x, das quais 3 imagens eram realizadas por
seccao histoldgica: a primeira, ao centro do defeito; a segunda, a direita; e a terceira,
a esquerda; sendo que 3 seccdes histologicas por animal foram escolhidas das
amostras obtidas nos tempos experimentais de 7 e 15 dias para os grupos SG =
Surgitime Collagen®, TG = Techgraft®, BG = Bio-Gide® e GC = Coagulo, totalizando
144 imagens. Apds a obtencdo das imagens, no software Image J, uma grade
contendo 130 pontos foi inserida em cada imagem, e cada célula com caracteristica
linfocitaria (mononucleares) que tocasse 0 ponto era contada; para 0S vasos
sanguineos, o conjunto de pontos inseridos dentro do mesmo vaso era quantificado
(Figura 3).
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Figura 3 - Software ImageJ utilizado para contagem de células e vasos sanguineos.
Grade histométrica de 130 pontos aplicada sobre a fotomicrografia histolégica em um
aumento da objetiva de 100x.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

A quantidade de osso neoformado foi quantificada a partir da reconstrucéo
panoramica das secgoes histolégicas em um aumento de 4x. Com o software ImageJ,
a ferramenta régua foi utilizada para a calibragem de acordo com a magnificagad
escolhida para a histometria. A distancia conhecida, calibrada em 1 e a unidade de
medida em micrémetros (um) (Figura 9). Apds a calibragem da régua, a ferramenta
poligono é utilizada e habilitada para contagem da area apds a imagem ser aberta no
software. Com a imagem aberta, a ferramenta do poligono € executada, delimitando
a area a ser contada, os resultados sdo salvos e somados ao final do processo,
representando a quantidade de neoformacgad éssea (Figura 4). Fotomicrografias foram
realizadas proximas ao coto ésseo e no centro do defeito em um aumento de 40x.
Para isso, no software ImageJ, utilizando a ferramenta Poligono, a area de 0sso
neoformado foi dimensionada para todos o0s grupos em todos os periodos

experimentais.
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Figura 4 - Software ImageJ utilizado para calibragem da ferramenta régua na
magnificagdo de escolha para ser realizada a histometria e a seguir a contagem da area
Ossea através da ferramenta poligono
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

Micro Tomografia Computadorizada

Apos a fixacdo das calvarias em formaldeido 10% durante 48 horas, lavadas em
agua corrente por 24 horas, os espécimes obtidos no periodo de eutanasia de 60 dias,
foram mantidos em &lcool 70%, e submetidos a avaliacgdo em micro-tomdgrafo
computadorizado Skyscan 1174 (Bruker, Kontich, Belgium). Os parametros utilizados
foram: tamanho do pixel 11,87 um, 50 kVp, filtro de 0,5mm de aluminio, rotagao 0.6°

e rotacéo do arco de 180°.
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Figura 5 - Representacdo do uso do Software NRecon (Skyscan, Bruker, Kontich,
Belgium), utilizado para a reconstrucdo 3D das aquisi¢cOes realizadas no Micro-
tomégrafo. Naimagem as linhas vermelhas delimitam a &rea a ser reconstruidae alinha
verde indica o centro daregido de interesse.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

Apoés a digitalizacdo, as imagens obtidas foram importadas para o NRecon
Reconstruction Software (Skyscan, Bruker, Kontich, Belgium) para a reconstrucéo
tridimensional (3D) das calvarias na escala de cinza, na qual as linhas vermelhas
delimitam a area a ser reconstruida e a linha verde o centro da regido de interesse
(Figura 5). Apés a obtencédo das imagens em 3D, o Software DataViewer (Skyscan,
Bruker, Kontich, Belgium) foi utilizado para a determinacdo do volume de interesse
(VOlI), que foi padronizado para todas as imagens, sendo que todos foram salvos em

uma visao transaxial (Figura 6).
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Figura 6 - llustracdo do uso do software DataViewer (Skyscan, Bruker, Kontich,
Belgium), para a determinagdo do VOI. Ap6s delimitado em uma imagem, o VOI é
reproduzido igualmente para todas as outras imagens.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

Os cortes obtidos foram importados para o Software CT-Analyzer (Skyscan,
Bruker, Kontich, Belgium). Nas imagens obtidas, foram avaliados parametros
morfométricos como volume 6sseo (BV), porcentagem de volume 6sseo (BV/TV),
espessura do trabeculado ésseo (Tb.th), nimero de trabéculas ésseas (Th.N),
separacédo do trabeculado (Tb.Sp) e porcentagem da porosidade 6ssea total (Po.tot)
(Skyscan, Bruker, Kontich, Belgium). Para a determinacdo da regido de interesse
(ROI) foi utilizada a ferramenta Round devido a morfologia arredondada dos defeitos,
sendo essa também padronizada para todas as reconstrucées (8,43 X 8,13) (Figura
7). Logo apds, foi utilizado um limite da escala de cinza de 132 a 45 em um intervalo
de 80 camadas (Figura 8). As imagens foram entéo convertidas para a escala de cinza
para o calculo dos parametros tridimensionais em milimetros (mm), realizado pelo

préprio software (Figura 9).
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Figura 7 - Representacdo do ROI utilizando o software CT-Analyzer (Skyscan, Bruker,
Kontich, Belgium). Apds a delimitacdo das camadas a serem analisadas, a forma
retdngula do ROI é escolhida e adaptada para o tamanho da amostra.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

Figura 8 - Representacdo da escala de cinza utilizada (132-45) no software CT-Analyzer
(Skyscan, Bruker, Kontich, Belgium) para indicar a diferenca entre osso cortical e
trabecular.
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Figura 9 - Conversado das camadas escolhidas para a escala de cinza no software CT-
Analyzer (Skyscan,Bruker, Kontich, Belgium) para o célculo dos parametros
tridimensionais em mm.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

Tabela 1 - Parametros quantitativos do tecido 6sseo trabecular obtidos pelo CTAn
(Bruker microCT, Kontich, Bélgica) adaptados daqueles preconizados pela American
Society of Bone and Mineral Research (ASBMR).

Abreviagdo Nomenclatura Descrigdo do parametro Unidade
BV Volume 6sseo Volume da ROl segmentado como 0ss0 mm?
Porcentagem de volume Porcentagem do volume 6sseo da ROl segmentada
BVITV 6s5€0 COMOo 0SS0 %
Namero de trabéculas Média do nimero de trabéculas por unidade de
Th.N o0sseas comprimento 1/mm
Média da espessura das trabpeculas durante
Th.Th Espessura trabecular avaliagéo tridimensional mm
Média da distancia entre as trabéculas durante
Tb.Sp Separacéao trabecular avaliac&o tridimensional mm
Po.Tot Porosidade total Volume de espago vazio existente %

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

Os dados obtidos foram transferidos para uma planilha do Excel para posterior

andalise estatistica.
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Analise estatistica dos resultados

Os dados coletados a partir da analise histométrica foram tabulados e
posteriormente testados no software SigmaPlot 12.0 (Exact Graphs and Data
Analysis, San Jose, CA, EUA), com nivel de significancia de 5%. Inicialmente, aplicou-
se o teste de normalidade de Shapiro-Wilk, que observou homogeneidade dos dados
em funcéo da curva de normalidade (p > 0,05). Em seguida, aplicou-se a ANOVA dois
fatores - two-way (grupos experimentais e periodos de analise). Para ambas as
interagcdes, observou-se alteragéo estatisticamente significante (p < 0,05), na qual foi

aplicado o pos-teste de Tukey.

4 RESULTADOS

Todos os animais foram incluidos nos resultados, tendo em vista que néo

ocorreram complicacdes trans e pos-operatorias.
4.1 Analise Histologica

Anélise Histoldgica qualitativa

Para descricao histolégica, foram feitas reconstrucdes panoramicas, a partir das
fotomicrografias realizadas em um aumento de 4x, com a confirmacao das estruturas

encontradas nos maiores aumentos.
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Figura 10 - Reconstrucdes panoramicas das fotomicrografias dos grupos GT1, GT2,
GC+ e GC- em todos os periodos experimentais de 7, 15, 30 e 60 dias em um aumento

de 4x.
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GT1 (Surgitime Collagen®)

7 dias: Pode-se observar na reconstru¢cdo panoramica em um aumento de 4X, a
presenca da membrana integra, com leve colabamento (circulado em azul) e presenca
de tecido conjuntivo abaixo. Areas de coto apresentando remodelacéo, afilando-se
para o centro, caracteristica do colabamento de membranas. Tecido conjuntivo denso
e organizado em regido periférica e em regido central frouxo e pouco organizado.
Presenca de infiltrado inflamatorio mononuclear no centro do defeito. caracteristico do
processo inflamatério e bem baixo ja é possivel notar um filete trabecular por toda

extensado do defeito (Figura 11).

Figura 11 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo
GT1 aos 7 dias de reparo 60sseo nas magnificacdes de 4 e 10x, coloragdo HE. A- Viséo
panoramica do defeito 6sseo (entre*) com preenchimento por tecido conjuntivo (TC) e
tecido 6sseo neoformado (NO); B e D: presenca de tecido conjuntivo denso (CD)
préximo as bordas do defeito 6sseo; C: no centro do defeito presenca da membrana
(M) entremeada de tecido conjuntivo frouxo (CF) e tecido 6sseo neoformado (NO).

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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15 dias: Presenca ainda da membrana, com sinais de reabsorcdo, embora haja
colabamento, observou-se a morfologia classica da neoformacéao 6ssea do coto para
0 centro, com trabéculas 6sseas preenchidas por tecido fibroso, e areas de inicio de
neoformacédo éssea (figura 12 B, C, D). A propor¢cdo entre trabéculas e estroma é
altamente variavel, com areas constituidas apenas por tecido fibroso, nesse periodo.
Cotos apresentando maior remodelacdo 6ssea e ilhas de neoformacao (Figura 12 B,
D).

Figura 12 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo
GT1 aos 15 dias de reparo 6sseo nas magnificacdes de 4 e 10x Coloragdo HE. A - Viséo
panoramica do defeito 6sseo (entre*) com preenchimento por tecido conjuntivo (TC) e
tecido 6sseo neoformado (NO); B e D: presenca de tecido conjuntivo denso (CD)
proximo as bordas do defeito 6sseo, com ilhas de neoformacdo 6ssea (INO); C: no
centro do defeito presengca da membrana (M), tecido conjuntivo denso, tecido
conjuntivo fibroso e tecido 6sseo neoformado (NO).

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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Figura 13 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo
GT1 aos 15 dias de reparo 6sseo nas magnificacées de 40 e 100x, coloracdo HE. Maior
aumento grupo (GT1) 15 dias (100x). A: Area de coto apresentando neoformacéo 6ssea
trabecular e abaixo uma matriz 6ssea lamelar, com trabéculas (seta azul escuro)
preenchidas de tecido fibroso frouxo (seta azul claro). A.1l: tecido fibroso (seta azul
clara); B: Centro com presenca da membrana, tecido conjuntivo e abaixo, osso lamelar
(setaroxa). B.1 vasos sanguineos (seta vermelha) e infiltrado inflamatério mononuclear
(seta amarela).; C: trabéculas de tecido 6sseo lamelar (seta roxa), delimitando
cavidades preenchidas por medula éssea (seta preta) e tecido fibroso (seta azul clara).
C.1: Matriz 6ssea neoformada (seta azul escuro).

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

30 dias: Visivel formagéo 6ssea por todo defeito 6sseo, entremeado por vestigios da
membrana, ainda apresentando grande quantidade de trabéculas 6sseas, entretanto
com pouca presenca de tecido conjuntivo fibroso no seu interior. Em area de cotos
observa-se um tecido 0sseo mineralizado, ao centro um tecido ésseo trabecular,
ambos com diminuicao significativa de infiltrado inflamatorio, comparado aos periodos

anteriores, sem fechamento completo do defeito. (Figura 14).



41

Figura 14 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo
GT1 aos 30 dias de reparo 6sseo nas magnificacdes de 4 e 10x, coloracdo HE. A- Visao
panoramica do defeito 6sseo (entre*) com neoformacéo 6ssea total (NO); B e D tecido
0sseo maduro (OM) as margens do defeito com presenca ainda de tecido conjuntivo
denso. C: ao centro defeito, uma camada de osso maduro na superficie, ao meio matriz
0ssea neoformada trabecular, entremeado por tecido conjuntivo denso e fragmentos
da membrana (M).

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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Em maior aumento, foi possivel visualizar etapas da formacao dos ostedcitos
(Figura 15 C.1) Maturacdo dos osteoblastos (seta verde), mineralizacdo dos

ostedides, incorporaram-se as trabéculas formando os ostedcitos (seta marrom).

Figura 15 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo
TG1 aos 30 dias de reparo 6sseo nas magnificacbes de 40 e 100x, coloracéo HE. A: Area
de coto apresentando maturacéo 0ssea (setaroxa), cavidades preenchidas por medula
O0ssea (setapreta); A.1l: osteoblasto (seta azul claro), osteécito (seta marrom). B: Centro
com presencga de neoformacéo trabecular (seta azul escuro), B.1: vasos sanguineos
(seta vermelha); C: Maturacdo do tecido 6sseo, C.1: mineralizacdo dos ostedides,
confinados dentro das lacunas (seta azul claro); osteoblastos (seta verde), Ostedcitos
(seta marrom).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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60 dias: Foi observado minimo remanescentes da membrana de pericardio bovino, o
defeito apresentou neoformacao éssea por toda extensdo, com todo defeito désseo
fechado, apresentando mineralizacdo do tecido 6sseo em alguns pontos (OM) e
presenca ainda de tecido conjuntivo denso (CD) entre as ilhas de neoformacéo 6ssea
(MON). (Figura 16)

Figura 16 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo
TG1 aos 60 dias de reparo 6sseo nas magnificacdes de 40 e 10x, coloracdo HE. A: Visdo
panoramica do defeito ésseo (entre*) com neoformacdo éssea total (NO); B, C e D:
neoformagdo 6ssea (NO) em praticamente todo o defeito, maturagdo do tecido 60sseo
em alguns pontos (OM) e presenca ainda de tecido conjuntivo denso (CD) em lacunas
de neoformacéo (MON).

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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Figura 17 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo
GT1 aos 60 dias de reparo 6sseo nas magnificacdes de 40 e 100x, coloracdo HE. A: Area
de coto apresentando osso maduro (seta roxa); A.1: ostedcito (seta marrom), canal de
Havers (seta cinza). B: Centro fechado quase completamente, com maturac¢éo do tecido
conjuntivo denso. B.1: mineralizacdo dos ostedides em ostedcitos (seta azul claro),
osteocito (seta marrom), canal de Havers (seta cinza); C: Tecido ésseo maduro (seta
roxa) C.1: cavidades preenchidas por medula éssea (seta preta) apresentando
vascularizagao (seta vermelha), Oste6citos (seta marrom).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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GT2 (Techgraft)

7 dias: Pode-se observar na reconstrucdo panoramica em um aumento de 4X, a
presenca da membrana integra colabada, adaptada sobre os cotos e presenca de
tecido conjuntivo frouxo pouco organizado no centro, abaixo da membrana,
estendendo-se até os cotos, onde ela repousa. Neoformacéo 6ssea em area de cotos,
afilando-se para o centro, sem sinais de 0sso neoformado ao centro, caracteristica do
colabamento. Presenca de infiltrado inflamat6rio mononuclear e vasos sanguineos.
(Figura 18).

Figura 18 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo
GT2 aos 7 dias de reparo 6sseo nas magnificagdes de 4 e 10x, coloragdo HE. A: viséo
panoramica do defeito 6sseo (entre*) com presenca de tecido conjuntivo frouxo (CF) e
auséncia de neoformacéo 0ssea; B e D: Cotos com inicio de neoformacéo 6ssea (NO)
e maturacédo do tecido conjuntivo apresentando-se ora denso (CD) ora fibroso (CF), C:
ao centro vista da membrana colabada e abaixo tecido conjuntivo frouxo.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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Em maior aumento observa-se em area de cotos grande quantidade de tecido
fibroso nos cotos, com a matriz éssea apresentando-se mais trabecular e seus
espacos ocupados ora por estroma fibroso preenchido por tecido conjuntivo frouxo,
formado por células mononucleares frouxamente dispostas, ora por lacunas
preenchidas por medula (seta preta), caracteristica da maturacéao desse tecido 0sseo
(Figura 19 A e C). Ao centro, presenca da membrana colabada e abaixo, tecido
conjuntivo frouxo pouco organizado com moderado infiltrado inflamatério (Figura 19
B).

Figura 19 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo
GT2 aos 7 dias de reparo 6sseo nas magnificagcdes de 40 e 100x, coloracdo HE. A:
estroma fibroso preenchido por tecido conjuntivo frouxo, células mononucleares (seta
azul claro), lacunas preenchidas por medula (seta preta), maturacédo do tecido 6sseo
(seta azul escuro). B: tecido conjuntivo frouxo pouco organizado (seta branca). C:
neoformacgdo 6ssea em area de coto e maturagéo do tecido fibroso (seta branca).

COTO

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)



47

15 dias: Presenca da membrana ainda integra, circundada por tecido conjuntivo
frouxo (CF) ao centro e tecido conjuntivo denso (CD) nas margens. Nos cotos também
se observou ilhas de maturacao do tecido de granulacdo para tecido 6ésseo e grande
qguantidade de osso neoformado (NO) junto aos cotos, com sugestiva migracao para
o centro do defeito (Figura 20).

Figura 20 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo
GT2 aos 15 dias de reparo 6sseo nas magnificagdes de 10 e 40x, coloragdo HE. A: visédo
panoramica do defeito 6sseo (entre*) e membrana colabada; C e D: Margens com inicio
de neoformacéo 6ssea e mineralizagdo do tecido; B presenca de tecido conjuntivo
frouxo, iniciando o processo de formacdo Ossea; B e D: Margens com inicio de
neoformacdo 6ssea.

A

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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Em maior aumento, na regido dos cotos observa-se em algumas partes
neoformacédo 0ssea trabecular entremeada por tecido fibroso e vasos sanguineos. Em
areas mais préximas da regido central, a maturacao do tecido fibroso em tecido 6sseo.
Ao centro observa-se que estd acontecendo inicio da maturag&o do tecido conjuntivo

presente ao redor da membrana. (Figura 21).

Figura 21 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo
GT2 aos 15 dias de reparo 6sseo nas magnificacdes de 40 e 100x, coloragcdo HE. A:
Neoformacgado O6ssea trabecular entremeada por tecido fibroso (seta branca), A.1 vaso
sanguineo (seta vermelha), estroma fibroso nos espacos trabecular (seta azul clara). B:
membrana presente e abaixo dela a maturagdo do tecido conjuntivo. B.1: ostedcito
(seta verde), osteoclasto (seta amarela), vasos sanguineos (seta vermelha). C:
neoformacgdo 60ssea em area de coto e maturacdo do tecido fibroso em tecido 6sseo
(seta roxa), ostedcito (seta verde).

COoTO COTO

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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30 dias: Nao ha presenca da membrana integra, somente fragmentos. Nota-se ao
centro, area de neoformacédo 6ssea permitindo o fechamento do defeito com o tecido
0sseo mais trabecular. Remanescentes da membrana envolvidos por tecido 6sseo
neoformado e tecido conjuntivo denso. Apesar do colabamento observa-se

neoformacéo éssea intensa assim como de tecido conjuntivo denso (Figura 22).

Figura 22 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo
GT2 aos 30 dias de reparo 6sseo nas magnificagdes de 10 e 40x, coloragdo HE. A: visédo
panoramica do defeito 6sseo (entre*) e remanescente da membrana; C e D: Margens
com osso maduro, ilhas de neoformacéo e trabéculas preenchidas por medula; B ao
centro presenca de tecido conjuntivo denso e fechamento do defeito.

A

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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Em maior aumento observou-se o periodsteo, no centro a neoformacao 6ssea
com remanescente ainda te tecido conjuntivo fibroso. (Figura 23)

Figura 23 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo
GT2 aos 30 dias de reparo 6sseo nas magnificagdes de 40 e 100x, coloracdo HE. A:
grande quantidade de osso maduro, A.1 osteoblasto depositando matriz éssea (seta
salméo), periosteo (seta branca). B: Tecido conjuntivo envolvendo restos da
membrana, trabéculas 6sseas (seta azul escuro), estroma fibroso (seta azul claro). B.1:
vaso sanguineo (seta vermelha). C: trabéculas de tecido 6sseo lamelar, delimitando
cavidades preenchidas (seta preta), osteoclasto (seta amarela), ostedcito (seta verde).

CoTO ___CENTRO COTO

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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60 dias: Foi observado na maioria dos espécimes, a neoformacdo 0ssea por toda
extensdo, com fechamento de todo defeito 6sseo e a presenca de areas de tecido
conjuntivo denso no meio desse tecido 6sseo neoformado e acima, a presenca de
periésteo (seta amarela). Ndo foram observados remanescentes da membrana e
devido a grande quantidade de tecido conjuntivo, esse grupo apresentou formacao

0ssea menor que os grupo GT1 e GC+ (Figura 24).

Figura 24 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo
GT2 aos 30 dias de reparo 6sseo nas magnificagdes de 4 e 10x, coloragdo HE. A: viséo
panoramica do defeito 6sseo (entre*) com neoformacéo 6ssea por todo defeito (NO); B
e D tecido 6sseo maduro (OM) as margens do defeito apresentando ainda de tecido
conjuntivo denso (CD); C: ao centro neoformacdo 6ssea entremeado por tecido
conjuntivo denso, presenca de peridsteo (seta amarela).

A -
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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Figura 25 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo
GT2 aos 30 dias de reparo 6sseo nas magnificacdes de 40 e 100x, coloragcdo HE. A:
grande quantidade de osso maduro, diminuicdo das trabéculas, A.1 osteoclasto (seta
amarela), tecido conjuntivo fibroso (seta branca). B: Tecido conjuntivo fibroso na base
do defeito, entremeado por um tecido conjuntivo fibroso bem organizado (seta branca)
B.1: vaso sanguineo (seta vermelha). C: osteoclasto (seta amarela), ostedcito (seta
verde).

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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Grupo GC+ (Bio-Gide® - controle positivo)

7 dias: Pode-se observar na reconstrucdo panoramica em um aumento de 4X, a
presenca integra da membrana em toda a extensédo do defeito 6sseo e um tecido de

granulacdo bem organizado. No centro do defeito, foi possivel notar que esse tecido

7

de granulacdo é altamente vascularizado, com leve infiltrado inflamatério e visto
nitidamente a presen¢a da membrana englobando todo o defeito. Proximo aos cotos,
Nos mesmos aumentos, é possivel observar a presenca da membrana (M) envolvendo
0 coto e o tecido conjuntivo justaposto ao coto que apresentou inicio de formacéo
Ossea (NO), e presenca de tecido conjuntivo denso (CD) (Figura 26).

Figura 26 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo
GC+ aos 7 dias de reparo 6sseo nas magnificacGes de 4 e 10x, coloragao HE. A: visao
panoramica do defeito 6sseo (entre*) com a presenca da membrana de colageno
porcino em toda a extensdo do defeito 6sseo (M) e abaixo um tecido de granulac&o bem
organizado (CF); B e D: inicio de formacédo 6ssea as margens do defeito (NO), tecido
conjuntivo denso (CD); C) diferenca nos tecidos abaixo da membrana (M), tecido
conjuntivo frouxo e neoformagdo 6ssea (NO) entremeada por um conjuntivo denso
(CD).

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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Em maior aumento foi possivel observar grande quantidade de neoformacéo
Ossea nos cotos, com maturacédo do tecido de granulacéo ricamente celularizado no
interior de seus espacos, apresentando também espacos do tecido ésseo neoformado
mesclado por tecido conjuntivo frouxo organizado. No tecido de permeio desses
espacos foi possivel ver ainda grande deposicdo de matriz 6ssea pelos osteoblastos.

Ao centro, a membrana integra (M), entremeada por tecido celularizado (Figura 27).

Figura 27 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo
GC+ aos 7 dias de reparo 6sseo nas magnificacBes de 40 e 100x, coloracdo HE. A:
neoformagcdo 6Ossea nos cotos (seta roxa), maturacdo do tecido de granulacdo
celularizado (seta amarela), espacos preenchidos por medula hematopoiética (seta
preta) A.l1 tecido celularizado (seta amarela). B: Membrana integra (M), tecido
celularizado (seta amarela). B.1: tecido celularizado apresentando células e vasos
sanguineos. C trabéculas 6sseas neoformadas (seta roxa), B.1 espagos trabeculares
preenchidos de tecido conjuntivo frouxo organizado (seta amarela), osteoblastos
depositando matriz 6ssea (seta salmao) e osteocitos (seta verde).

elie

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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15 dias: Na imagem panoramica de magnitude 4x, observa-se a presenca da
membrana integra que recobre toda area do defeito 6sseo, adaptada sobre os cotos.
Presenca de tecido conjuntivo ao centro do defeito e tecido conjuntivo maduro com
pouco infiltrado inflamatério, ainda bem vascularizado com areas de tecido 0sseo

neoformado a partir dos cotos (Figura 28).

Figura 28 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo
GC+ aos 15 dias de reparo 6sseo nas magnificacdes de 4 e 10x, coloracédo HE. A: visado
panoramica do defeito ésseo (entre*) com a presenca da membrana de coldgeno suino
em toda a extensdo do defeito 6sseo (M) e abaixo um tecido de granulagcdo bem
organizado (CF); B e C: Maturacdo do tecido 6sseo as margens do defeito (NO) e
presenca ainda de tecido conjuntivo denso.

*
PN g

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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Em maior aumento foi possivel ver nos cotos, grande quantidade de
neoformacédo éssea, maturacao do tecido ésseo primario, com suas fibras colagenas

dispostas em varias dire¢des. No centro, ilhas de neoformacéo 6ssea. (Figura 29).

Figura 29 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo
GC+ aos 15 dias de reparo 6sseo nas magnificacdes de 40 e 100x, coloragédo HE. A, C:
neoformacgado 6ssea nos cotos (seta roxa), maturacao do tecido ésseo primario, fibras
colagenas dispostas em varias direcfes. A.1 e B.1l: células mononucleares (seta
amarela) e vasos sanguineos (seta vermelha) nas fibras colagenas. C.1 transi¢ao do
0SS0 primario em osso lamelar trabecular (seta roxa), trabéculas 6sseas apresentando
espacos de medula hematopoiética (seta preta)

COTO CENTRO

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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30 Dias: A reconstrucado panoramica demonstra que ha uma grande quantidade de
tecido 6sseo neoformado entremeado por fragmentos da membrana e a presenca de
periésteo acima (seta amarela). No centro do defeito a presenca de remanescente da
membrana entre a area de tecido 6sseo neoformado e tecido conjuntivo organizado
sobre a membrana remanescente. Em grande parte dos espécimes verificou-se o
fechamento do defeito e alguns ainda com a presenca de pequenas areas de tecido
conjuntivo denso. A neoformacédo 6ssea a partir dos cotos foi observada em todos os
espécimes, confirmando que o reparo acontece no sentido central (Figura 30).

Figura 30 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo
GC+ aos 30 dias de reparo 60sseo nas magnificagcdes de 4 e 40x, coloragdo HE. A: viséo
panoramica do defeito 6sseo (entre*) fechado quase que completo entremeado de
tecido conjuntivo ao centro e restos da membrana; B e D: Maturacéo do tecido 6sseo
as margens do defeito (MON), diminuicdo das trabéculas e presenca ainda de tecido
conjuntivo denso. C: presenca de remanescentes da membrana envolta por tecido
conjuntivo fibroso organizado (CF) e osso neoformado. Acima, presenca de peridsteo
(seta amarela).

A

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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Em maior aumento, a regido dos cotos apresentou grande quantidade de tecido
Osseo lamelar e a confluéncia de pontes ou traves de tecido 6sseo recém-formadas
no centro da ossificacdo, mantendo espacos entre si preenchidos por células e vasos
sanguineos e a maturacdo do tecido primario com células mesenquimatosas se
diferenciado e se transformando em grupos de osteoblastos que sintetizam uma
matriz ainda ndo mineralizada. O centro do defeito apresentou osso maduro nas
extremidades, com fechamento quase total do defeito e ao meio € possivel ver a
transicdo do tecido primario em tecido secundario, com as fibras colagenas mais

organizadas (Figura 31).

Figura 31 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo
GC+ aos 30 dias de reparo 6sseo nas magnificacdes de 40 e 100x, coloracdo HE. A.le
B1: confluéncia de pontes ou traves de tecido ésseo preenchidos por células
mesenquimais, osteoprogenitoras e vasos sanguineos (seta preta). B: transi¢do do
tecido primério em secundario, com as fibras colagenas mais organizadas (seta azul).
C: fase de maturacao do tecido primério. (seta azul) células mesenquimatosas se
transformando em grupos de osteoblastos (seta marrom).

COTO CENTRO

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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60 Dias: A membrana caracteriza-se da mesma maneira quando comparado ao grupo
de 30 dias. O tecido 6sseo de permeio entre a membrana mostra uma maior
organizagdo e mineralizagdo tecidual, com reducéo das lacunas preenchidas por
células e vasos sanguineos entremeando o0 0sso neoformado, diminuindo a
guantidade de trabéculas e tornado esse 0sso mais denso. Observa-se ainda uma
maior quantidade de tecido medular e uma maior organizacéao de tecido 6sseo. (Figura
32).

Figura 32 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo
GC+ aos 60 dias de reparo 60sseo nas magnificagdes de 4 e 10x, coloragdo HE. A: viséo
panoramica do defeito 6sseo (entre*); B e D: Maturac&o do tecido 6sseo as margens do
defeito apresentado ilhas de neoformacédo (NO) e presenca ainda de tecido conjuntivo
denso. C: defeito fechado quase que completo entremeado de tecido conjuntivo ao
centro, com restos da membrana de colageno porcino ao centro e abaixo um tecido de
granulacdo bem organizado (CD).

A *

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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Em um maior aumento foi possivel observar o processo de ossificacdo
ocorrendo dos cotos até o centro do defeito. Pois nos cotos vemos a presenca de 0sso
lamelar maduro, apresentando fibras coldgenas organizadas em lamelas planas e ao
se aproximar do centro do defeito vemos grupos de osteoblastos. Foi possivel
observar ainda, a regido central apresentando 0sso maduro nas extremidades, com
fechamento quase total do defeito e ao meio é possivel ver a transicdo do tecido

primério em tecido secundario, com as fibras colagenas mais organizadas (Figura 33).

Figura 33 - Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo
GC+ aos 60 dias de reparo 6sseo nas magnificagdes de 40 e 100x, coloracdo HE. A:
grande quantidade de tecido 6sseo lamelar nos cotos (setaroxa). A.1 e B1: confluéncia
de pontes ou traves de tecido 6sseo recém-formadas no centro da ossificagao,
mantendo espacos entre si preenchidos células e vasos sanguineos (seta preta). B:
centro apresentando osso maturado nas extremidades, com fechamento quase total do
defeito e ao meio, atransicao do tecido primario em tecido secundario. fibras colagenas
organizadas (seta azul). C: fase de maturacdo do tecido primario. (seta azul), grupos de
osteoblastos sintetizado uma matriz ainda ndo mineralizada (seta marrom).

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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Grupo GC (Coagulo - controle negativo)

7 dias: Em andlise panoramica, ao centro observa-se o defeito 6sseo preenchido por
um tecido de granulagéo e na borda do defeito ésseo, em dire¢éo ao centro da ferida,
neoformacdo Ossea, com tecido 6sseo primario e aleatoriamente distribuido. A
neoformacédo 6ssea foi notada nos cotos da ferida cirdrgica, sendo ausente na regiao
central, com abundante tecido de granulacao jovem preenchendo a regido central da
ferida (Figura 34).

Figura 34 - Fotomicrografia panoramica da regido do coto 6sseo e do centro do defeito
do grupo GC- aos 7 dias de reparo 6sseo nas magnificacdes de 4x coloracédo HE. — A:
visdo panoramica do defeito 6sseo (entre*). Defeito preenchido por tecido de
granulacédo (TG). Inicio de neoformacgéo 6ssea proximo aos cotos (NO).

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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15 dias: na imagem panoramica verifica um tecido conjuntivo frouxo (CF)
preenchendo o defeito 6sseo e em maior aumento observou-se a partir da borda do
defeito 6sseo indo em direcdo ao centro da ferida, uma neoformacdo 6ssea, com
tecido 6sseo primério e aleatoriamente distribuido, abundante em ostedcitos e
recoberto em suas superficies por osteoblastos. Foi observado neoformacéo 6ssea
unicamente nos cotos do defeito cirdrgico, no centro do defeito critico auséncia de
neoformacdo 6ssea, com presenca de abundante tecido de granulagdo jovem,

preenchendo a regiao central da ferida (Figura 35)

Figura 35 - Fotomicrografia panoramica daregiao do coto 6sseo e do centro do defeito
do grupo GC- aos 15 dias de reparo 6sseo nas magnificacdes de 4 e 40x coloracado HE.
A —visdo panoramica do defeito 6sseo (entre*); B,D: Cotos apresentando neoformagao
O0ssea e presenca de tecido conjuntivo denso; C: Defeito preenchido por tecido
conjuntivo frouxo na superficie e denso na parte mais profunda, com inicio de
maturagao ao centro.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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30 dias: Neste periodo o Grupo Coagulo apresentava uma area 0ssea neoformada
maior proximo aos cotos do defeito. O espaco entre estes estava preenchido por um
tecido conjuntivo frouxo ndo modelado. Observa-as areas de osteotomia com 0s cotos
0sseos esquerdo e coto direito com discreta neoformacéo 6ssea em suas margens.
Ao centro do defeito critico, entre os cotos, é possivel notar auséncia de neoformacéo

O0ssea com o defeito 6sseo preenchido por tecido conjuntivo fibroso (Figura 36).

Figura 36 - Fotomicrografia panoramica da regido do coto sseo e do centro do defeito
do grupo GC- aos 30 dias de reparo 0sseo nas magnificagdes de 4 e 40x coloracéo HE.
A —visdo panoramica do defeito 6sseo (entre*); B, D: Cotos apresentando neoformacao
6ssea com espacos preenchidos por células mesenquimais, células osteoprogenitoras
e vasos sanguineos (seta preta); C: Defeito preenchido por tecido conjuntivo frouxo e
denso.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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60 Dias: Nota-se uma maior aproximacdo dos cotos do defeito, contudo, sem o
fechamento do defeito, sendo o espaco preenchido por um tecido conjuntivo fibroso
(CF). Permaneceu o mesmo resultado do periodo anterior com pouco tecido 0sseo
neoformado, e presenc¢a de grande quantidade de tecido conjuntivo ndo mineralizado

e tecido conjuntivo fibroso (Figura 37).

Figura 37 - Fotomicrografia panoramica da regido do coto 6sseo e do centro do defeito
do grupo GC- aos 60 dias de reparo 6sseo nas magnificacdes de 4 e 40x colora¢cédo HE.
A —Visao panoramica do defeito 6sseo (entre*); B,D: Cotos apresentando neoformacéo
Ossea (seta azul) entremeado por tecido conjuntivo fibroso (seta amarela); C: Auséncia
de tecido 6sseo neoformado e presenca de tecido conjuntivo fibroso (seta amarela).

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

4.2 Andlise Histométrica

Os resultados obtidos foram interpretados de maneira a tracar o perfil
inflamatério e avaliar a capacidade osteopromotora de cada membrana testada em

comparacao com o controle positivo (GC+) e o controle negativo (GC-).

Andlise de perfil inflamatério — Células e Vasos sanquineos

Avaliando comparativamente a relacdo dos grupos em relacdo aos tempos de
7 e 15 dias (intra grupos), houve diferenca estatisticamente significante somente no
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grupo (GT2) com (p = 0,001), e ndo houve diferenca nos grupos (GT1) (p = 0,610),
(GC+) (p =0,388) e (GC-) (P=0,243).

No tempo de 07 dias, avaliando a relacdo entre os grupos, quanto ao contetdo
celular, o grupo (GT1) apresentou menor quantidade de células, seguido pelo grupo
(GC+) e pelo grupo (GC-). O grupo (GT2) atingiu a maior quantidade de linfécitos,
porém ndo houve diferenca estatistica em nenhum dos grupos avaliados (p > 0,05).
No momento da mesma avaliacdo, ja no periodo de 15 dias, notamos diferenca no
padrao de resposta inflamatoria, do grupo (GT1) que atingiu maior nimero de células,
com diferenca estatistica para o grupo (GT2) que apresentou menor quantidade de

células inflamatdrias nesse periodo (p=0,030), seguido do grupo (GC+). (Figura 38).

Figura 38 - Grafico demonstrando as comparagdes das médias e desvio padrao intra e
inter-grupos para a analise de células inflamatérias (linfécitos) no periodo de 7 e 15
dias. As letras minusculas representam as diferencas estatisticas significantes inter
grupos para o periodo de 15 dias, o * demonstra se houve diferenca estatistica
significante intra grupo no periodo de 7 para 15 dias.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

Na avaliacdo da quantidade de vasos sanguineos, ndo houve diferenca

estatistica da capacidade angiogénica entre os grupos para nhenhum dos tempos,
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sugerindo um comportamento semelhante entre os grupos (p < 0,05), porém aos 7
dias, os grupos (GC+) e (GC-) apresentaram comportamento semelhante de maior
neovascularizacao que os grupos (GT2) e (GT1). Aos 15 dias, houve um aumento da
vascularizagdo dos grupos (GT2) e (GT1), apresentando desempenho igual aos
grupos (GC+) e (GC-) (Figura 39).

Figura 39 - Grafico demonstrando as comparacdes das médias e desvio padrao intra e
inter grupos para a anélise da quantidade de vasos sanguineos no periodo de 7 e 15
dias, sem diferenca estatistica significante para nenhum dos periodos e grupos
avaliados.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

Anélise da area de 0sso neoformado (AON)

Em uma andlise comparativa da area de osso neoformado entre 0s grupos
(GT1), (GT2) e (GC+), ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes
nos periodos de 7 e 15 dias, sugerindo que 0S grupos se comportaram de maneira
similar em relacao a neoformacédo 6ssea. Nos periodos mais tardios do processo de
reparo 0sseo, o0 grupo (GT2) apresentou diferenca estatisticamente significante para
o grupo (GC+) aos 30 (p=0,002) e aos 60 dias (p<0,001). O grupo (GT1) teve aumento
mais expressivo que o grupo (GT2) na quantidade de osso neoformado porém ainda
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menor que o grupo (GC+) e sem apresentar diferenca significante aos 30 e 60 dias
para os grupos (GC+) e (GT2). O grupo coagulo apresentou neoformacdo Ossea
inferior aos demais grupos, compativel com o desempenho esperado apresentando
diferenca significativa para os grupos (GT1, (GT2) e (GC+) em todos os periodos
(Figura 40, tabela 2).

Foi possivel observar também que o tempo foi um fator importante para a
neoformacédo 6ssea dos grupos com membrana. Em uma andlise intragrupos, o grupo
(GC+) s6 nao apresentou diferenca estatisticamente significante entre os tempos de
7 e 15 dias (p=0,104), sugerindo uma neoformacao 6ssea progressiva, mais lenta nos
periodos iniciais e de maior atividade nos periodos mais tardios de 30 e 60 dias, assim
como o grupo (GT1) que também n&o apresentou diferenca apenas entre o periodo
de 7 e 15 dias (p=0,227). O grupo (GT2) ndo apresentou diferenca somente entre os
tempos de 7 e 15 dias (p=0,37) e 15 e 30 (p=0,223). O fator tempo néo teve influencia
nos resultados apresentados pelo GC-, sem diferenca estatistica em nenhum dos
periodos (Figura 41).

Figura 40 - Gréfico de comparativo intergrupos das médias e desvio padréo da area de
0sso neoformado de todos os grupos (GC+, GT2, GT1l e GC-) para 0s tempos
experimentais de 7,15,30 e 60 dias. (a) minUsculo representa a diferenca estatistica
entre os grupos (GC+) e (GT2) no periodo de 30 dias; (A) maiusculo representa a
diferenca entre os grupos (GC+) e (GT2) no periodo de 60 dias e (*) representa que

houve diferenca estatistica entre os grupos (GC+), (GT2) e (GT1) para o grupo coagulo
em todos os periodos.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022)



Figura 41 - Grafico de comparativo intragrupos das médias e desvio padréo da area de
0sso neoformado de todos os grupos (GC+, GT2, GT1l e GC-) para 0s tempos
experimentais de 7,15,30 e 60 dias. Letras minusculas representam diferenca estatistica
intragrupo para os periodos de 15 a 30 dias; letras mailsculas representam diferenca
estatistica intragrupo entre os periodos 15 a 30 e 30 a 60; (*) representa diferenca
estatistica para os periodos 7,15 e 30 dias em relagdo ao periodo de 60 dias.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

Tabela 2 — Comparativo fator grupo periodos 7,15,30 e 60 dias (média)

Comparativo Fator Grupo 15 dias

Comparativo Fator Grupo 7 dias

Grupos comparativos Média P (p<0,05) Grupos comparativos Média p (p<0,05)
GC+ vs GC- 5.717.906 | <0,001 Sim GC+ vs GC- 7.073.113 | <0,001 | Sim
GC+vs GT2 1.840.871 | 0,408 Nado GC+vs GT2 2.759.715 | 0,118 Ndo
GC+vs GT1 1.372.795 | 0,641 | N&o GC+vs GT1 1.907.694 | 0,378 | N&o
GT1+vs GC- 4.345.111 | 0,008 Sim GT1+vs GC- 5.165.415 | 0,002 Sim
GT1vs GT2 468.076 | 0,977 | Nio | [GTiluvs GT2 852.021 | 0,88 N&o
GT2+ vs GC- 3.877.035 | 0,019 Sim GT2+vs GC- 4.313.398 | 0,009 Sim

Comparativo Fator Grupo 30 dias

Grupos comparativos

Média

p

(p<0,05)

Grupos comparativos

Média

Comparativo Fator Grupo 60 dias

p

(p<0,05)

GC+ vs GC- 11.586.665 | <0,001 Sim GC+ vs GC- 15.457.421 | <0,001 Sim
GC+vs GT2 5.242.078 | 0,002 Sim GC+vs GT2 5.765.344 | <0,001 Sim
GC+vs GT1 2.140.598 | 0,284 Nao GC+vs GT1 2.968.568 | 0,085 Nao
GT1+vs GC- 9.446.067 | <0,001 Sim GT1+vs GC- 12.488.853 | <0,001 Sim
GT1lvs GT2 3.101.480 | 0,069 Nao GT1lws GT2 2.796.776 | 0,112 Nao
GT2+vs GC- 6.344.587 | <0,001 Sim GT2+vs GC- 9.692.077 | <0,001 l Sim

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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4.3 Analise Microtomogafica

Microtomografia computadorizada (MicroCT)

Para a analise estatistica da avaliacéo por micro-CT, foi aplicado o teste ANOVA
um fator, para cada parametro dos dados obtidos. Observou-se diferenca
estatisticamente significante (P<0,05) nos parametros Po.tot (porosidade total em %),
BV/TV (porcentagem de volume ésseo em %), BV (volume 6sseo em mm?3) e Th.Sp
(separacdo de trabéculas, em mm). Os parametros, Tb.N (numero de trabéculas,
1/mm), e Tb.Th (espessura trabecular em mm) ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significante (p>0,05) (Tabela 3 e Figura 42). ApGs os resultados da
andlise estatistica entre grupos por ANOVA um fator, os dados que apresentavam
diferenca estatistica foram submetidos ao pds teste de Tukey e Holm-Sidak para

observar as diferencas intragrupos.

O parametro Po.tot apresentou diferenca estatisticamente significante entre
todos os grupos (p < 0,001). O grupo GC- apresentou maior numero de porosidade
total, seguido dos grupos GT1 e GT2. O grupo GC+ apresentou menor porosidade. O
parametro BV/TV também apresentou diferenca significante entre todos os grupos (p
<0,001). O grupo GC+ apresentou maior porcentagem de volume 6sseo, seguido dos
grupos GT1 e GT2. O GC- apresentou menor volume dsseo. No parametro BV o GC+
apresentou maior volume Osseo com diferenca significante para o grupo GC-
(p=0,007), seguido do grupo GT1 que também apresentou diferenca apenas para o
grupo GC- (p=0,041) e do grupo GT2 que apresentou diferenca apenas para o grupo
GC- (p=0,033), 0 GC- apresentou 0os menores valores. O parametro Tb.Sp também
apresentou diferenca significante entre todos os grupos (p=0,046). Os grupos GT2 e
GT1 apresentaram médias semelhantes, seguidas do grupo GC- e GC+ que
apresentou menor separacao de trabéculas (Tabela 3 e Figura 42).

No parametro Th.N o GC+ apresentou 0os maiores valores, seguido dos grupos
GT1 e GT2 que apresentaram resultados similares entre si, seguido do GC- que
apresentou resultado bem inferior aos demais grupos. Em relacdo ao Tb.Th, os
grupos GT2 e GC- obtiveram média semelhante e de maior espessura trabecular que
0s grupos GC+ e GTL1. (Tabela 3).



Tabela 3 — Andlise por micro-CT ap6s 60 dias

Tabela 3. Andlise por micro-CT (n=6) apds 60 dias (média).
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BV (mm®) BVITV (%) Tb.N (1/mm) Tb.Th (mm) Tb.Sp (mm) Po.Tot

GC+ 7,486 41,667 2616 0,181 0,182 54669
GT1 5,215 17.88 1,324 0.195 0,399 82,584
GT2 4,033 14.967 1,338 0,274 0.457 63,083
GC- 0,398 5,261 0,262 0,266 0,268 95,582
ANOVA p=<0,001  p=<0,001 p=0,082 p=0,522 p=0,046  p=<0,001

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

Figura 42 - Graficos de analise dos parametros (BV), (BV/TV), (Po.tot), (Tb.th), (Tb.Sp),
Th.N) dos grupos (GC+), (GT2), (GT1) e (GC-) apés microtomografia computadorizada

(micro-CT) no periodo de 60 dias.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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5 DISCUSSAO

O uso do colageno na confeccdo de membranas tornou-se preferéncia dentro da
engenharia de tecidos, sendo elegiveis por suas caracteristicas de biocompatibilidade,
biodegradabilidade e afinidade celular [20]. As dificuldades na producgao resultando
em propriedades mecénicas inferiores, rapida degradacdo, reacdo inflamatoria
exacerbada e pouca neoformacéo 6ssea sao fatores que poderiam ser considerados
desvantagens [31]. Portanto, essas caracteristicas foram analisadas nas membranas

utilizadas no presente estudo [1,2].

Intencionalmente, ndo foram utilizados biomateriais para o preenchimento do
defeito critico produzido em razédo da analise do desempenho isolado das diferentes
membranas utilizadas, com o objetivo de avaliar o potencial regenerativo de duas
membranas nacionais de pericardio bovino em compara¢do com uma membrana de
colageno oriunda da derme porcina lider no mercado nacional e internacional. A
realizacdo de um grupo que denominamos de controle negativo, foi feita para que
pudéssemos certificar que um processo de reparo em um defeito critico de 8mm né&o
aconteceria por completo sem a presenca de algum biomaterial, o que foi possivel

comprovar em nossos resultados. [4, 23-25].

A membrana de coldgeno porcino utilizada como grupo controle positivo foi a
BioGide®, que apresentou desempenho semelhante ao ja apresentado em outras
publicacdes [4,24-25,32-33] vindo de encontro aos nossos resultados. As membranas
de pericardio bovino aqui testadas, foram a Surgitime Collagen® e Techgraft®,
fabricadas a partir da reticulacdo do colageno tipo | modificado por hidrélise dos
grupos carboxiamidas por uma solugcdo aquosa de dimetilsulféxido e equilibrada por
uma solucdo tampao fosfato, para entdo ser liofilizada e esterilizada [19]. Este
processo remove todos os elementos celulares do pericardio bovino, resultando em
uma matriz composta somente por colageno tipo | e fibras elasticas [34], a fim de

melhorar as caracteristicas mecéanicas dessas membranas [35].

Nesse contexto, a andlise da reacgéo inflamatoria ndo somente esta relacionada
a biocompatibilidade da membrana e sua estabilidade ao longo do processo de ROG,
como também ao tratamento que o colageno recebe ao longo de sua fabricacao.
[19,21]. Dependendo do tipo de tratamento, pode resultar em processos inflamatorios

mais intensos, interferindo na qualidade da membrana e nas suas caracteristicas



73

biologicas [17,21,29]. Nenhuma das membranas teste apresentou infiltrado
inflamatorio muito intenso e fora da curva normal esperada, sem sinais de necrose

tecidual ou processo inflamatorio infeccioso.

Analisando os parametros comportamentais, qualitativos e quantitativos, na
somatoria dos periodos, podemos notar que o grupo (GC+) apresentou reacao
inflamatoria inicial (7 dias) leve, entretanto, essa rea¢do nao diminuiu tanto quanto o
grupo (GT2), que acabou apresentando resposta inicial alta porém, com diminui¢éo
significativa aos 15 dias, resultado sugestivo devido o colabamento das membranas
desse grupo (GT2) resultando na manutencdo de um espaco reduzido para
neoformagéo 6ssea e com isso, maior facilidade na organizagao do coagulo e menor
quantidade de células e vasos sanguineos que 0s demais grupos, promovendo uma
guantidade de neoformacédo 6ssea menor e de espessura inferior aos grupos (GC+) e
(GT1).

O grupo (GC+) embora tenha apresentado comportamento seletivo para a
entrada de células, devido sua dupla camada, permitiu uma vascularizacdo que se
manteve desde o inicio favoravel e maior que os demais grupos, refletindo em uma
neoformagéo 6ssea superior e de maior espessura que 0s grupos (GT1) e (GT2) no
centro do defeito 6sseo.

O grupo (GT1) apresentou resposta inflamatéria e vascularizagdo levemente
crescentes até o periodo de 15 dias, com maior quantidade de células que os demais
grupos, sugerindo que o processo quimico de hidrolise para obtencéo deste material,
acarretou em uma resposta inflamatéria mais acentuada que a do grupo (GC+), que
nao utiliza aditivos quimicos para sua obtencao. Apesar de apresentar maior resposta
inflamatoria, seu crescente aporte sanguineo, resultou em uma neoformacédo 6ssea

semelhante ao grupo (GC+), entretanto mais trabecular.

O tempo de hidrolisacdo de cada membrana, também pode afetar sua formacéo
fibrilar e quanto maior o grupo carboxila, menor capacidade de formar fibrilas e
consequentemente menor deposi¢céo de células em sua matriz [16,17,21], esse € um
fator importante quando comparamos as membranas de pericardio bovino intergrupos,
onde foi possivel observar mesmo sem diferenca estatistica, maior proliferacdo de

células e vascularizacéo do grupo (GT1) em comparag¢ao com o grupo (GT2). O grupo
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(GT1) também apresentou osso neoformado mais trabecular que o grupo (GT2),

sugerindo entdo uma reticulacéo fibrilar maior do grupo (GT1), que do grupo (GT2).

Outro ponto a ser observado é se este tratamento realizado, para confeccao das
membranas, interfere na melhora da sua resisténcia mecanica e na manutencao da
sua integridade ao longo do processo de neoformacédo Ossea [4,24,25,]. Nossos
resultados demonstraram que as duas membranas estudadas (GT1) e (GT2),
apresentaram baixa resisténcia mecanica, em relagdo a membrana de derme porcina
(GC+), fato esse observado pelo “colabamento das membranas de pericardio bovino
em direcdo ao centro do defeito”, reduzindo assim o espaco a ser regenerado e com
isso, aos 30 e 60 dias, uma neoformacdo éssea mais delgada. Também pode-se
verificar que as membranas dos grupos teste mantiveram sua integridade até o 7° dia,
depois, ja iniciam seu processo de absorcdo, o que difere do (GT+) que apresentou

maior resisténcia mecanica e sua integridade é observada até os 15° dias.

A andlise microtomografica dos parametros separacdo de trabéculas e
espessura trabecular apresentou maior média de valores para o GT2 dentre todos 0s
grupos, com resultados bem semelhantes aos do (GT1) e isso, associado aos
achados histolégicos, sugere que o (GT2), apesar de apresentar bom desempenho
no parametro volume 6sseo, obteve um 0sso neoformado mais trabecular, ao final do
periodo de 60 dias, assim como o (GT1), o que resultou na formacdo de um 0sso
menos denso e poroso, assemelhando-se a um 0sso tipo Il e tipo IV. Diferentemente
do (GC+) que por apresentar melhores resultados nos parametros de volume e
porcentagem de volume 6sseo e no comparativo quantidade de trabéculas, separacao
e espessura trabecular em relacdo ao seu volume ésseo, resultou na formacéo de um

0SS0 mais denso, maduro e menos poroso, semelhante ao 0sso tipo Il ou tipo I.

O grupo (GC+) apresentou boa resisténcia mecanica e auséncia de
colabamento. Durante os primeiros 15 dias teve sua integridade bem mantida, mas
aos 30 dias sinais pronunciados de degradacdo, altos niveis de remodelacdo e uma
reducdo da espessura foram identificados. Caracteristicas histologicas sugeriram
ainda que a formacdo Ossea estava se espalhando dentro da membrana e a
incorporacao dos feixes de colageno fragmentados. Embora isso implique uma perda

de integridade como uma barreira, assim como ocorreu nos grupos (GT1) e (GT2).
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Diante o exposto e visto que membrana de derme suina, considerada
cientificamente o substituto membranoso absorvivel ““padrdo ouro™ a ser utilizado nos
procedimentos de ROG [25-26,36] e que apresentou semelhanca dos dados
estatisticos associada aos dados histologicos aqui analisados, conclui-se que as
membranas nacionais de pericardio bovino podem ser consideradas uma alternativa
pertinente a membrana de derme suina utilizada mundialmente para ROG. Este
resultado € significativo, pois a fabricacdo nacional deste biomaterial o torna mais

acessivel para a prética clinica realizada no Brasil.
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6 CONCLUSAO

Dentro da metodologia empregada foi possivel concluir que as membranas
nacionais de pericardio bovino Surgitime Collagen® e Techgraft® estudadas nesta
pesquisa promoveram desempenho semelhante a membrana de derme suina, no
processo de regeneracdo 6Ossea guiada em defeitos criticos de calotas de ratos

podendo atuar como alternativa a membrana BioGide®.
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