224 Artigo Original (Original Articles) FULL Dentistry in Science. 2010; 1(3).

Estudo comparativo da resposta do tecido 6sseo em
técnica de regeneracao tecidual guiada — avaliacao
macroscoépica. Parte |

Comparative study of bone response guided tissue regeneration
technique - macroscopic evaluation. Part |

Renato Martins - Mestre em Biologia Oral pela Faculdade de Odontologia da Universidade Sagrado Coragao.

Angela Mitie Otta Kinoshita - Doutora em Fisica Aplicada a Medicina e Biologia pela Universidade de Sao Paulo

Nara Tathiane do Amaral Carvalho - Mestre em Odontologia, Reabilitagdo Oral pela Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal de Uberlandia.

Sérgio Augusto Catanzaro Guimaraes - Pés-Doutorado pela Temple University School Of Medicine Usa.

Resumo

O reparo de defeitos 6sseos é um desafio para diversas areas, pois a invasao de células fibroblasticas no
defeito, resulta em tecido conjuntivo cicatricial. Assim, os principios de Regeneracdo Tecidual Guiada (RTG)
estdo bem estabelecidos para tratamento de defeitos dsseos. Essa técnica consiste na utilizacio de biomem-
branas que agem como barreiras e evitam a invasio dos fibroblastos e permite o povoamento com células
osteoprogenitoras. O presente trabalho propos-se avaliar o crescimento e potencial regenerativo em defei-
tos sseos através de avaliagdes macroscépicas e radiograficas. Para tanto, 27 coelhos foram divididos em 3
grupos experimentais de acordo com o tratamento: Controle (A), Latex (B) e PTFE (C). Entao, subdivididos
em 3 grupos para analise de neoformacao periddica: 15 (1); 30 (Il) e 60 dias (lll). As cobaias foram submetidas a
cirurgia para confeccao de defeitos ésseos criticos em calvaria e tratamento especifico de cada grupo. Apés os
periodos os animais foram sacrificados e obtidas as pecas anatémicas para as radiografias pelo método Digora
e fotografias digitais. As analises macroscépicas permitiram observar crescimento 6sseo e areas radiopacas
sugestivas de tecido 6sseo. No periodo de |5 dias a densidade dssea nos grupos experimentais no defeito
foi semelhante. Contudo, aos 60 dias, verificou-se formacao 6ssea homogénea para Latex e varios niveis de
radiopacidade para PTFE e controle. Dentro das limitacdes, conclui-se que biomembranas sdo bem indicadas
em processos cirdrgicos para regeneracao 6ssea, visto que as barreiras impedem ou dificultam a migracao de
células incompativeis com o tecido a ser neoformado e promove a osteogénese.

Descritores: Regeneracio dssea, latex, politetrafluoretileno.

Abstract

The repair of bone defects is challenge for many areas, since the invasion of fibroblast cells in the defect,
resulting in scar tissue. Thus, the principles of Guided Tissue Regeneration (GTR) are well established for
treatment of bone defects. This technique is the use of bio-membranes that act as barriers and prevent the
invasion of fibroblasts and allows the placement of osteoprogenitor cells. The proposition of this study is
evaluate the mechanical growth and regenerative potential in bone defects by macroscopic and radiographic
analyses. Twenty-seven rabbits were divided into 3 groups according to treatment: control (A), Latex (B) and
PTFE (C). Then divided into 3 groups for analysis of periodic neoformation: 15 (1), 30 (Il) and 60 days (ll).
The animals were subjected to surgical preparation of bone defects in critical calvaria and specific treatment
of each group. After the period, they were sacrificed and collected the body parts for X-rays by the Digora
method and digital photographs. Macroscopic analysis allowed observed bone growth and areas suggestive
of bone tissue. During 15 days of bone density in the experimental groups in the defect was similar. However,
after 60 days, there was bone formation for homogeneous in group of Latex and various levels of radiopacity
to PTFE and control. Within the experimental conditions, the biomembranes are well indicated in surgical
procedures for bone regeneration, since the barriers preventing or hindering cell migration incompatible with
the tissue to be newly formed and promotes osteogenesis.

Descriptors: Bone regeneration, latex, polytetrafluoroethylene.
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Introducao

O reparo de defeitos 6sseos é um desafio para di-
versas areas da medicina e odontologia, principalmente
nas especialidades de Cirurgia Buco-maxilo-facial, Pe-
riodontia, Prétese e Implantodontia.

Os procedimentos de regeneracio 6ssea guiada sdo
uma alternativa para contornar as dificuldades nos pro-
cessos de reparo de tecido 6sseo em defeitos criticos
(Dahlin® 1994; Bosch, Melsen e Vargervik® 1995; Lund-
gren, Lundgren e Taylor'* 1998). O objetivo é evitar,
prevenir e impedir a invasao de células nao osteoblas-
ticas no defeito 6sseo durante o processo de reparo
(Nymam'7 [991). Dahlin® et al. (1994) documentaram a
possibilidade da exclusao de células incompativeis com
a neoformacao de tecido 6sseo no repovoamento do
leito por meio de barreiras mecanicas, isso favoreceria
a proliferacao celular adequada e a cicatrizacao com o
tecido compativel e desejavel.

As biomembranas sao utilizadas como barreiras
com obijetivo de impedir a proliferacao de células epi-
teliais e conjuntivas para o interior do defeito ésseo e
prover um tempo adicional para as células osteogéni-
cas, cuja migragao é mais lenta, repovoarem a area do
defeito e, por fim garantir com eficiéncia a neoforma-
cdo ossea (Zhang?* 2010). De acordo com Carranza®
et al. (2004), as propriedades ideais para as membranas
sao biocompatibilidade, manutengao do espago, oclusi-
vidade celular, boas propriedades de manuseio e capa-
cidade de absorcao.

O latex natural é um material biocompativel com
alta resisténcia mecanica além de apresentar elastici-
dade e baixo custo (Mazocco'® 2002). Segundo Alves?
(2003) o latex natural é capaz de acelerar a angiogéne-
se. Ainda, Sader' et al. (2000), Alves? (2003), Pinho'®
et al. (2003), Balabanian® et al. (2006), Ereno'® (2006)
estudaram o uso do filme de latex em forma de mem-
brana ou de biomembrana.

A membrana de PTFE, politetrafluoretileno, é uma
substancia praticamente inerte, apresenta como carac-
teristicas principais o baixo coeficiente de atrito, im-
permeabilidade, baixa aderéncia e 6tima aceitabilidade
pelo corpo humano. Garg'? (2004) relatou que algumas
membranas de PTFE tém como vantagem, quando ex-
posta a cavidade oral, nao comprometer o processo de
regeneracio éssea. Strietzel” et al. (2006) e Barber” et
al. (2007) publicaram trabalhos que ilustram o uso de
biomembranas de PTFE.

Proposicao

Baseados na literatura, o presente estudo avaliou a
resposta bioldgica para neoformacao éssea foi compa-
rada em procedimentos de RTG (Regeneracao Tecidual
Guiada) com biomembranas de Latex e PTFE e o grupo
controle (somente coagulo, sem membrana). Analisou-
se o crescimento e o potencial regenerativo em defei-
tos Osseos criticos de calvaria de coelhos, por meio de
avaliagbes macroscépicas das pecas e andlises radio-

graficas. A hipotese nula testada é de que nao existe
diferenca estatisticamente significante entre os grupos
analisados nos diferentes bioensaios realizados.

Material e método

Vinte e sete coelhos adultos (New Zealand), com
peso médio de 3 kg, idade entre trés e quatro meses,
obtidos do Biotério Geral da Universidade de Sao Pau-
lo (Ribeirao Preto), foram submetidos ao estudo apés
aprovacao do Comité de Etica em Pesquisa da Univer-
sidade do Sagrado Coracao (14/07).

Delineamento experimental

Os animais foram aleatoriamente divididos de acor-
do com o tratamento (figura 1) em 3 grupos experi-
mentais (n=9): Grupo A (controle) — sem membrana;
Grupo B - membrana de latex natural (USP-RP); Grupo
C - membrana de PTFE densa e nao reabsorvivel (Bio-
nnovation Biomedical) e em seguida subdivididos em
grupos para andlise de neoformagio ossea periddica:
Grupo | — |5 dias; Grupo Il — 30 dias e Grupo Il — 60
dias.

GRUPO CONTROLE = GRUPO EXPERIMENTAL

-

Figura | - Imagens esquematicas dos tratamentos experimentais.

Tratamento experimental

Grupo A - Controle

Em processo cicatricial, o sangue extravasado forma
o coagulo, composto de colageno, plaquetas, trombina
e fibronectina que liberam citocinas e fatores de cres-
cimento que iniciam a resposta inflamatéria. O coagulo
de fibrina serve como um arcabouco para neutrdfilos,
mondcitos, fibroblastos e células endoteliais, além de
concentrar citocinas e fatores de crescimento. Em se-
guida, forma-se tecido de granulagdo, com novos vasos
sanguineos, colageno e células (fibroblastos e macré-
fagos). Apos a diferenciacao celular e a maturagiao da
matriz forma-se o calo ésseo composto de elementos
vasculares, cartilagenosos e celulares que serao substi-
tuidos por osso e restabelecera a forma e funcao.

Grupo B - Membrana de latex natural

O latex é derivado da seringueira Hevea brasilienses
e forma um sistema coloidal polifasico e polidisperso.
Apos a polimerizacao, o latex transforma-se em um fil-
me (Figura 2) com caracteristicas desejaveis para uso
em procedimento de regeneragao éssea guiada, como
elasticidade, flexibilidade, alta resisténcia mecanica,
biocompatibilidade, baixo custo e capacidade de ace-
lerar a angiogénese. Além disso, é de origem vegetal,
o que diminui o potencial de transmissao de doencas
infecciosas.

Grupo C — Membrana de PTFE

A membrana de PTFE (figura 3) apresenta-se como




Martins, R., Kinoshita, A.M.O., Carvalho N.TA,,

226 Guimaraes, S.A.C.

FULL Dentistry in Science. 2010; 1(3).

um plastico denso, biocompativel, nao absorvivel, ex-
tremamente hidrofébica, baixo coeficiente de atrito,
impermeavel e baixa aderéncia. E formada por uma
rede intrincada de células abertas e poros multidirecio-
nais o que lhe confere uma combinacdo Unica de ca-
pacidade filtrante e forca estrutural. A molécula fluor-
carbono, politetrafluoretileno (base quimica da PTFE),
nao pode ser quebrada quimicamente em condicoes
fisiologicas, o que permite que sua toxicidade seja pra-
ticamente nula.

Processo cirargico

Técnica cirdrgica

Inicialmente, os animais foram submetidos a pré-
anestesia (Diazepan, 0,1 ml/kg) e anestesia geral via
intramuscular (Ketamina 0,25 ml/kg). A tricotomia re-
gional no osso frontal foi realizada apds assepsia com
polivinilpiloridona (PVPI) tépico e de infiltracao. Isolou-
se a area a ser operada com campos cirurgicos estéreis,
incisao mucoperiostal linear com lamina de bisturi 15
(aproximadamente 4 cm), disseccdo e divulsao para
exposicao da superficie 6ssea. Em seguida, foi realiza-
do um defeito ésseo critico (2 cm x | cm) com broca
trefina (10 mm) (Figura 4) e aplicado o tratamento ex-
perimental.

ple

Figura 2 - Membrana de ltex natural (grupo B).

Tratamento experimental

Grupo A - Controle

Apés a confeccdo do defeito dsseo, suturou-se o
periésteo e a pele com fio de seda 4.0, reabsorvivel
(figura 5A).

Grupo B — Membrana de latex natural

As cobaias receberam membrana de Latex para
ocluir o defeito critico criado durante o processo cirar-
gico inicial (figura 5B). Apds a instalaco, o tecido, pe-
riésteo e pele, foi suturado (fio seda 4.0 reabsorvivel).

Figura 3 - Membrana de Politetrafluoretileno - PTFE (grupo C).

Grupo C — Membrana de PTFE

Apés o procedimento cirdrgico inicial, as cobaias
receberam como tratamento a membrana de PTFE da
Bionnovation Biomedical, ocluindo o defeito critico (fi-
gura 5C). Entao, suturou-se o peridsteo e a pele com
fio de sutura (seda 4.0, reabsorvivel), sem envolver a
biomembrana.

Apbs os procedimentos cirdrgicos, como profilaxia
a infeccoes, administrou-se por via intramuscular Am-
picilina Sédica (Iml/kg) e todos os animais mantidos
em gaiolas individuais, sem imobilizagcao e preservacao
da funcoes vitais. Decorridos os periodos pré-determi-
nados em cada subgrupo (15, 30 e 60 dias) os animais
foram sacrificados com superdosagem de anestésico

Figura 4 - Defeito 6sseo critico com dimensées de 2 cm x | cm.

geral Ketalar (4 ml).

Andlise radiografica
As radiografias foram obtidas por aparelho de raios-
X odontolégico (70kVp e 8mA), perpendicularmente
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ao filme (Kodak — Dental Intraoral-E Speed Film) (40
cm e 2 mAs). As imagens foram digitalizadas pelo sof-
tware Digora for Windows e tratadas nos padroes
visuais de inversio de contraste (negativo-padrio),
realce de relevo (3D padrao) e de intensidade do nivel
de cinza, medida pelos valores de pixels da area do
defeito 6sseo. As analises foram realizadas nas amplia-
coes de 0,5; 1,0 e 2,0 vezes, observadas as diferencas
de radiopacidades, revela os e tons da cor cinza nas
imagens e construido o histograma da densidade ra-
diolégica dos pixels para fins comparativos.

Analise macroscopica
As pecas foram coletadas com disco diamantado

Figura 5 - Tratamentos experimentais. a) Controle; b) Latex e c) PTFE.

montado em micromotor cirurgico e fixadas em formol
a 10%. Em seguida, foram submetidas as analises ma-
croscoépicas quanto a deteriorizacdo e oclusio da bio-
membrana para os grupos experimentais (b e c). Obte-
ve-se fotografias digitais para avaliagcio visual do tecido
bsseo neoformado em todas as amostras. Entao, foram
descritas as suas peculiaridades observadas nas andlises.

Resultados
As figuras 6, 7 e 8 ilustram as imagens radiograficas
dos subgrupos |, Il e lll, para andlise da neoformacao

6ssea nos diferentes grupos experimentais (a, b e c). As
setas indicam as areas que apresentaram neoformacao
Ossea.

As fotografias digitais obtidas para andlise macros-
copica permitem observar nas imagens (figuras 9, 10 e
I'l) o tecido 6sseo formado na area do defeito dsseo.

Discussao ,

Os principios de Regeneracdo Ossea Guiada
(“GTR”) estao bem estabelecidos no tratamento de
defeitos dsseos e procedimentos de aumento do vo-
lume 6sseo.

Schenk?' (1994) relatou que o reparo em tecido
6sseo normalmente ocorre por regeneragao e resulta
em uma organizagao estrutural semelhante a original.
Contudo, o principal obstaculo para o sucesso do re-
paro ésseo € a invasao de células fibroblasticas na loja
cirrgica, o que resulta em tecido conjuntivo cicatricial.
Isto ocorre porque as principais células do tecido con-
juntivo, os fibroblastos, proliferam-se mais rapido que
as células osteoprogenitoras responsaveis pela nefor-
magao dssea.

Assim, a utilizacdo de biomembranas como barrei-
ras evita, ou até mesmo impede, a invasdo dos fibro-
blastos, o que permite um maior intervalo de tempo
para que as células osteoprogenitoras alojem a area do
defeito e promovam a neoformacao dssea. Em vista
disso, diferentes tipos de membranas podem ser usa-
das a fim de evitar a colonizacao do defeito ésseo por

Figura 6 - Imagens radiograficas dos grupos: a (Controle), b (Latex) e
c (PTFE), em analise |5 dias ap6s a implantacao (subgrupo I).

Figura 7 - Imagens ra-
diograficas dos grupos:
a (Controle), b (Latex) e
c (PTFE), em andlise 30
dias apés a implantacao
(subgrupo II).
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Figura 9 - Imagens digitais dos grupos: b (Latex) e c (PTFE), em analise |5 dias apés a implantagao (subgrupo I).

tecido conjuntivo nao osteogénico.

De acordo com Catanzaro’ et al. (2002) a técnica de
regeneragao dssea guiada demonstrou sucesso em va-
rios modelos experimentais e clinicos(Dahlin9 1994; Sa-
der' 2000; Alves?, 2003; Pinho'® 2003; Sakata?® 2004;
Garg'? 2004; Strietzel?® 2006; Barber* 2007; Enero''
2007). O uso de uma membrana como barreira para
prevenir invasdo de células indesejaveis no defeito 6s-
seo durante a reparacao, permite a repopulacao da area
por células especificas.

A escolha da membrana de PTFE deve-se ao fato
de ter sua eficacia comprovada e largamente utilizada
na prética clinica e em estudos experimentais (Dahlin’
1994; Aaboe' 1998; Da Silva Pereira® 2000; Mardas,
Kostopoulos e Karring'® 2002; Verna® 2002; Strietzel”
2006; Zhang® 2010).

O latex, além da biocompatibilidade, apresenta
capacidade de acelerar a angiogénese (Alves? 2003;
Pinho'® 2003), propriedade relacionada aos processos
de osteogénese. Além disso, é de origem vegetal, ndo
tendo o potencial de transmissao de doencas infeccio-
sas (Pinho18 2003). Balabarian3 et al. (2006) e Ereno |0
(2006) avaliaram a propriedade de biocompatibilidade
do latex como membrana oclusiva em processos odon-
toldgicos para animais.

A andlise radiografica digital através do sistema Di-
gora foi adotada por oferecer uma melhor precisao
para a realizagdo da interpretacdo radiografica durante
a evolugao da regeneraciao 6ssea dos grupos experi-
mentais, sendo considerado um exame rapido e preciso
na busca e andlise da imagem, o que pode determinar
os niveis de cinza em uma ampla escala em comparagao
com a radiografia convencional (Tavano? 1999).

Baseados nas analises radiograficas, observou-se
que no periodo de |5 dias, a densidade 6ssea nos gru-
pos experimentais na regiao do defeito ésseo foi se-
melhante.

A radiopacidade nas peliculas dos grupos tratados
sdo mais intensas, ap6s 30 dias de implantagdo. Em re-
lagdo aos grupos tratados observa-se melhores resul-
tados nos animais que receberam a biomembrana de
Latex.

No periodo de 60 dias, a andlise radiografica digital
pelo sistema Digora, permitiu verificar que os grupos
experimentais apresentaram formacdo ssea homo-
génea. Enquanto que nas amostras do grupo controle,
encontrou-se niveis variados de radiopacidade na area
do defeito.

A analise macroscépica por inspecdo visual e acom-
panhamento das cobaias no decorrer do periodo ex-
perimental, permitiu avaliar a resposta imunolégica das
cobaias, visto que os achados nao indicaram sinais de
reacoes alérgicas e/ou de rejei¢do. Nao houve infec-
coes pos-operatérias e evidéncias de inflamacao tipo
corpo estranho. Durante o pés-operatério foi obser-
vada excelente recuperacao dos coelhos. Apesar de
serem biomateriais nao-absorviveis, ndo observou-se
reacgao inflamatdria tipo corpo estranho nos tecidos em
contato com as membranas.

Em analise das fotografias digitais obtidas logo apés
a separacao das pegas, verificou-se a presencga de teci-
do 6sseo neoformado em todos os periodos e grupos
experimentais. Dessa forma, os resultados indicaram
que as biomembranas, quando utilizada adequadamen-
te, mostraram—se efetivas como barreiras oclusivas em
processos de regeneragao dssea guiada.
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Figura 10 - Imagens digitais dos grupos: a (Controle), b (Latex) e ¢ (PTFE), em anlise 30 dias apds a implantagéo (subgrupo Il).

No presente estudo optou-se por avaliar o proces-
so de regeneracao 6ssea em defeito intra-6sseo critico
em que as dimensdes da lesdo sio menores possiveis,
contudo a reparacdo nao ocorre de forma espontanea.
Desse modo, os resultados obtidos quanto a potencial
osteogénico do implante, enxerto ou medicamento
podera ser extrapolado para condicbes reais (Schimitz
e Hollinger?? 1986). Além disso, o conceito de defeito
dsseo de tamanho critico minimiza diferencas relacio-
nadas a idade, espécie e sitio anatémico em estudos in
vivo, o que permite a padronizacao para comparacoes
experimentais (Hollinger e Kleinschimidt'3, 1990; Bos-
ch, Melsen e Vargervik®, 1995).

A utilizagago da membrana de latex natural como
barreira oclusiva em defeitos criticos na calvaria de
coelhos foi um estudo preliminar. Nossos resultados
indicaram que a biomembrana de latex natural, com-
parativamente a membrana de PTFE, quando utilizadas
adequadamente, mostrou-se tao efetiva ou superior
como barreira oclusiva em processos de regeneracao
dssea guiada, sendo, portanto, considerada um mate-
rial promissor para futuros estudos em modelos de ci-
catrizacao Ossea guiada.

Conclusao

Dentro das limitacoes deste estudo conclui-se que
o uso de biomembranas em processos cirirgicos para
regeneracao 6ssea é bem indicado, visto que as barreiras
impedem ou dificultam a migragao de células incompati-
veis com o tecido a ser neoformado e promovem a oste-
ogénese. Por fim, os animais tratados com biomembra-
nas de latex apresentaram melhores resultados quando
comparados aos tratados com membrana PTFE. O gru-

Figura 11 - Imagens digitais dos grupos: a (Controle), b (Latex)
e ¢ (PTFE), em analise 60 dias apés a implantacao (subgrupo IIl).

po controle, devido a desorganizacao do tecido frouxo,
que age como obstaculo, apresentou resultados menos
favoraveis para o processo analisado. Em vista disto, a
metodologia que emprega biomembranas é considerada
efetiva em processo de regeneragao éssea.
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