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RESUMO

Este trabalho consiste de um estudo comparativo do desempenho da
membrana de latex natural, derivada de Hevea brasiliensis, e da membrana de
Politetrafluoretiieno — PTFE quando utilizadas como membranas oclusivas em
procedimento de Regeneracdo Ossea Guiada. O latex € um material biocompativel,
com alta resisténcia mecéanica e que pode acelerar a angiogénese. Apresenta como
outras vantagens, elasticidade, capacidade de induzir a neoformacéo de tecidos e o
baixo custo. Testes iniciais realizados in vivo demonstraram que o latex € um 6timo
candidato para este tipo de aplicagdo. Porém, para avaliarmos suas vantagens e
desvantagens quando usadas como membrana oclusiva, um estudo comparativo
faz-se necessario. Com isso, neste trabalho, utilizamos o modelo de craniotomia em
coelhos para avaliar a regeneragéo 0ssea resultante do uso desta membrana, frente
ao uso da membrana de PTFE e do grupo controle, sem uso de membranas. A
escolha da membrana de PTFE deve-se ao fato deste material ter sua eficacia ja
comprovada, ser comercializada, e ser usada para tal proposito ha algum tempo em
procedimentos clinico-cirdrgicos, sendo considerada como “Padrdo Ouro” ou “Gold
Standart” na comparagédo com outros materiais usados para os mesmos fins. Neste
trabalho as membranas foram implantadas na calvaria de coelhos, como barreira
mecanica em defeitos Osseos cirdrgicos de tamanho critico (2cm x 1cm). A
neoformacdo 6ssea foi analisada 15, 30 e 60 dias apds a cirurgia e foi feita por
estudos radiograficos, histolégicos e por ressonéncia do spin eletronico (RSE),
sendo a Ultima técnica utilizada para o estudo complementar da mineralizacdo
0ssea. Os resultados histolégicos revelaram que a fracdo de osso maduro presente
no grupo tratado com membrana de latex foi superior ao grupo controle nos periodos
de 15 e 60 dias (P<0,05) e ao grupo tratado com PTFE em todos os periodos
(P<0,05). Os resultados obtidos por RSE também demonstram grau de

mineralizag@o maior no grupo tratado com Latex em relacdo aos demais grupos.

Palavras Chaves: Regeneracéo Ossea Guiada, Latex, Politetrafluoretileno, PTFE



ABSTRACT

This work is a comparative study of the performance of the Natural Latex membrane,
derivative of Hevea brasiliensis, and the Polytetrafluorethylene membrane - PTFE as
occlusive membranes in Bone Guided Regeneration procedure. The latex is a
biocompatible material, with high mechanical resistance and can accelerate the
angiogenesis and tissue neoformation. It presents other advantages such as
elasticity and the low cost. Initial tests in vivo demonstrated that the Latex membrane
is an excellent candidate for Bone Guided Regeneration. However, to evaluate its
advantages and disadvantages as an occlusive membrane, a comparative study is
necessary. So, in this work, we use the model of craniotomy in rabbits to evaluate the
bone regeneration obtained by the use of this membrane in comparison with the use
of the PTFE membrane and the control group (without membranes). The choice of
the PTFE rely on the fact that its effectiveness had already been proven, to be
commercialized and has been used for a long time for this purpose. PTFE is
considered as “Gold Standard” for comparisons with other new materials. In this work
the membranes were implanted in the rabbit calvaria in surgical critical size (2cm x
1cm) bone defects. The bone neoformation was analyzed 15, 30 and 60 days post-
surgery and was made through radiographic, histological and electron spin
resonance analyses (ESR). The last technique was used for complementary study of
the bone mineralization. The histological results showed that the fraction of mature
bone in the group treated with Latex membrane was higher than the ones of control
group at 15 and 60 days post-surgery (P<0.05) and to the ones of group treated with
PTFE in all periods of study (P<0.05). ESR results also demonstrate higher

mineralization degree in the Latex’s group in comparison with the others groups.

Keywords: Bone Guided Regeneration, Latex, Politetrafluorethylene, PTFE
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Introducéo 19

1 INTRODUCAO

O reparo de defeitos 6sseos € um desafio para diversas areas da medicina e
da odontologia, principalmente nas especialidades de cirurgia buco-maxilo-facial,
periodontia, protese e implantodontia. O reparo de defeitos cirdrgicos experimentais
€ um bom modelo para o estudo da regeneragcdo do 0sso e possui grande
semelhanca com o reparo primario ou direto de fraturas. Neste trabalho o defeito
avaliado foi a craniotomia em coelhos, regido essa menos sujeita a fatores
mecanicos e a obstru¢des do aporte sanguineo. Este modelo tem sido utilizado em
muitos experimentos classicos que analisam a influéncia de medidas cirurgicas e
farmacoldgicas para melhorar a regeneragdo 6ssea (SCHENK 1994). Segundo
Schimitz e Hollinger (1986), um defeito 6sseo experimental deve ser tdo grande que
ndo ocorra reparo expontanéo, pois s6 nesta situacdo o potencial osteogénico do
implante, enxerto ou medicamento pode ser considerado real. Instituiu-se o conceito
de defeito 6sseo de tamanho critico para minimizar diferengas relacionadas a idade,
espécie e o sitio anatdbmico em animais experimentais, padronizando-se os defeitos
para possibilitar a comparagéo dos resultados dos vérios estudos (SWEENEY et al.
1995), além de se poder considerar sem erro o potencial osteogénico do material em
teste. O defeito intra-6sseo de tamanho critico seria aquele de menor tamanho que
ndo pode ser reparado espontaneamente, durante toda a vida do animal (SCHIMITZ
E HOLLINGER, 1986). No entanto, como a maioria dos estudos possui duragao
limitada, em pesquisas experimentais deve-se considerar como defeito de tamanho
critico aquele que nao sofre reparo no periodo de duracéo do estudo (GOSAIN et al.
2000). Tamanhos de defeitos criticos sdo bem caracterizados na regido
craniomandibulofacial, em varias espécies animais (GOSAIN et al. , 2000; Kaban e
Glowacki, 1981; Schimitz e Hollinger 1986).

A inorganizacdo do tecido frouxo apresenta-se como o obstaculo principal
para 0 sucesso do reparo 6sseo e também da neoformagdo Ossea, pois seu
crescimento no local lesado pode perturbar ou impedir totalmente a osteogénese.
Experimentos in vitro demonstraram que algumas substancias, produzidas por
fibroblastos, séo inibidoras da diferenciacdo de células 6sseas e da osteogénese

(OGISO et al, 1991). Na tentativa de resolver este problema, numerosas técnicas
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estdo sendo desenvolvidas como o uso de enxertos, implantes e a regeneragao
0ssea guiada, que por mais de uma década tem sido preconizada como um método
efetivo para estimular a regeneracéo 6ssea (DUPOIRIEUX et al, 2001).

O conceito de utilizar barreiras fisicas ao redor de tecidos lesados com o
intuito de evitar a interferéncia de células provenientes de outros tecidos
circunjacentes nao € recente nas areas médicas. Segundo esta teoria, se somente
células oriundas do tecido a ser regenerado repovoarem o local, a regeneracdo
torna-se mais previsivel. Portanto, as técnicas cirdrgicas de barreiras/membranas
tém o propoésito da repopulacdo celular seletiva, para se guiar a proliferagdo de
diferentes tecidos durante a cicatrizagdo apoés a terapia.

Este conceito logo foi extrapolado para o campo da regeneracdo do tecido
0sseo. Melcher e Dreyer, em 1962, colocaram em evidéncia a importancia da
preservacdo do codgulo sanguineo para regeneracéo de defeitos dsseos.

No entanto esses conceitos s6 foram introduzidos na Odontologia a partir do
inicio da década de 1980, quando Nyman et al. aplicaram a técnica de regeneracao
tecidual guiada (RTG) em Periodontia, em um modelo animal

O principio da regeneracdo tecidual guiada (GTR - Guided Tissue
Regeneration) foi desenvolvido para a regeneragdo dos tecidos periodontais
perdidos resultantes de doenga periodontal inflamatéria. O estudo segundo Dahlin e
colaboradores (DAHLIN et al. , 1994) documentou a possibilidade da exclusédo de
células ndo desejaveis no repovoamento da &rea da ferida por meio de barreiras de
membrana, e favorecendo a proliferacdo de células teciduais definidas para a
obtencéo da cicatrizacdo da ferida com um tipo de tecido desejavel.

Normalmente, 0,7% do esqueleto é reabsorvido e substituido por novo osso a
cada dia, fazendo com que sejam necessarios 142 dias para a renovagdo completa
do esqueleto humanao.

Murray e Roschlau (1957) demonstraram que quando uma cavidade com uma
fonte de osteoblastos e um suprimento sanguineo foi isolados dos tecidos moles
adjacentes, a cavidade pode ser preenchida com 0sso; entretanto, se o espago nao
fosse protegido, pode ser preenchido com tecido conjuntivo fibroso. Este autor
removeu um fragmento do osso iliaco de caes e recobriu o defeito com material
plastico, rigido o suficiente para manter um espaco entre o tecido 0sseo e a face
interna do material. Apds dez semanas verificaram crescimento de tecido 6sseo

com as caracteristicas histolégicas proprias deste tecido.
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De acordo com Catanzaro et al (2002) a técnica de regeneracdo 0ssea guiada
demonstrou sucesso em varios modelos experimentais e clinicos. O uso de uma
membrana como barreira para prevenir invasdo de células indesejaveis no defeito
0sseo durante a reparagcdo, permitindo a repopulacdo desta area por células
especificas.

As membranas sdo materiais que servem para proteger o codgulo sanguineo
e prevenir as células do tecido mole (epitélio e conjuntivo) de migrarem para o
interior do defeito 6sseo. As propriedades ideais para as membranas séo 1)
biocompatibilidade, 2) manutencdo do espago, 3) oclusividade celular, 4) boas
propriedades de manuseio e 5) capacidade de absorgéo (CARRANZA et al 2004).

Por ser o latex natural, um material biocompativel, com alta resisténcia
mecanica e apresentar outras vantagens como elasticidade, capacidade de induzir a
neoformacédo de tecidos e o0 baixo custo do material, ele representa um excelente
material a ser estudado para este tipo de aplicagdo. Com isto, este estudo consiste
na avaliagdo da eficiéncia da membrana de latex frente ao uso da membrana de
PTFE e de um grupo controle, sem uso de membranas, no procedimento de
regeneracdo 0ssea guiada. Para tanto, foi adotado o modelo de craniotomia animal,
de tamanho critico e a avaliagdo foi realizada por métodos histolégicos, radioldgicos

e por ressonancia do spin eletronico.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tecido Osseo: Formacéo e Regeneragio

Os ossos crescem, sdo remodelados e se mantém ativos durante toda vida do
organismo. Quando lesados séo capazes de reparagao, fendbmeno que demonstra
sua permanente vitalidade (SCHENK, 1994; KATCHBURIAN, ARANA, 1999). O
0SSO retorna completamente & sua estrutura e funcdo originais depois de lesado,
sem deixar cicatriz (MANN, PAYNE, 1989; SCHENK, 1994; SZACHOWICZ, 1995;
HOLLINGER, WONG, 1996). O processo de reparacdo éssea ocorre da mesma
forma que o crescimento e desenvolvimento ésseo, onde uma lesao inicial
desencadeia uma seqiéncia continua de eventos celulares, terminando com a
completa remodelacdo sem deixar cicatriz, similarmente & ossificacdo
intramembranosa ou endocondral (BOSTROM, CAMACHO, 1998; JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 1999).

A neoformagéo 6ssea em defeitos cirdrgicos envolve dois principios basicos:
osteocondugdo e osteoindugédo (SCHENK, 1994; KATCHBURIAN, ARANA, 1999;
JUNQUEIRA , CARNEIRO, 1999).

A osteoinducao pode ser obtida por dois processos: um mediado por células e
outro mediado por fatores de crescimento especificos. No primeiro, células
osteogénicas da medula 6ssea induzem neoformacdo 6ssea. Ja no segundo
processo, as proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs), que sado fatores de
crescimento, tém propriedade de estimular células mesénquimais indiferenciadas e
sua migragao, reagregacao e diferenciagdo em condroblastos e ou osteoblastos,

com subsequente deposi¢do de matriz 6ssea (FRIEDENSTEIN, 1976).

Na osteoconducdo, a neoformagdo Ossea pode ser auxiliada pos materiais
com estrutura especializada, que preenchem o defeito 6sseo e atuam como
arcabouco de sustentacdo para a penetragdo de células osteoprogenitoras. O
material implantado serve como ancoragem para o crescimento de capilares, tecido

perivascular e células indiferenciadas osteoprogenitoras originadas no leito 6sseo
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cirdrgico, e também impedem que tecidos ndo osteogénicos invadam o local a ser
reparado (SCHENK, 1994; KATCHBURIAN, ARANA, 1999).

Pensava-se no esqueleto apenas como uma estrutura de suporte e como um
material inerte e estatico, no entanto o tecido 6sseo tem a habilidade para adaptar
sua massa e morfologia as demandas funcionais e mobilizar estoques de minerais
rapidamente conforme a necessidade metabdlica, demonstrando ser na realidade
um material "inteligente” e um exemplo dindmico da adaptagdo funcional dos
sistemas biol6gicos. O tecido 6sseo é o principal constituinte do esqueleto, serve de
suporte para as partes mole e protege 6rgdos vitais. Aloja e protege a medula
Ossea, formadora de células do sangue. Proporciona apoio aos musculos
esqueléticos, transformando suas contra¢cdes em movimentos Uteis, e constitui um
sistema de alavancas que amplia as forgas geradas na contragdo muscular. O 0sso
€ um tipo de tecido conjuntivo especializado, formado por matriz éssea, células e
membranas conjuntivas. A matriz 6ssea é composta de uma por¢ao inorgéanica,
formada por ions fosfato, céalcio, magnésio, potassio, sodio, citratos e bicarbonato; e
de porgéo orgéanica, formada por fibras colagenas (95%) e por pequena quantidade
de substancia fundamental amorfa (LEGERS, 2002). Sistemicamente, é controlado
por fatores hormonais e localmente pos forcas mecéanicas. Ao lado de seu excelente
comportamento mecéanico, o 0sso exibe um potencial inigualavel de se regenerar
(Alberts et al.,2004). Entretanto, devido a sua estrutura calcificada rigida, o 0sso
tem requisitos especificos que devem ser respeitados para a sua regeneracdo. A
estrutura calcificada do osso tem perfuséo limitada, por isso, a nova formacéo 6ssea
€ criticamente dependente da estabilidade de um coagulo sanguineo adequado, por
uma nova vascularizagdo, enquanto mantém uma fixagéo rigida ou a estabilizacdo
para a formacdo 6ssea (CARRANZA et al 2004).

A reconstrucdo de grandes deficiéncias esqueléticas representa um problema
para a medicina e odontologia. Quando o defeito 6sseo apresenta dimensdes
consideradas criticas, torna-se incapaz de regeneragdo pela formagdo de tecido
0sseo, devido a invaséo de tecido conjuntivo na area (SCHIMITZ et al., 1990). O
tamanho do defeito para ser considerado critico depende: do potencial de
osteogénese individual; da ordem filogenética; da idade (SCHIMITZ, HOLLINGER,
1986); da localizagdo anatbmica; e do revestimento intacto do periosteo
(HJORTING-HANSEN, ANDREASEN, 1971). Em calvéria de coelhos, o tamanho do
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defeito considerado critico € de 1,5 cm de diametro (FRAME, 1980; SCHIMITZ,
HOLLINGER, 1986).

Os procedimentos de regeneracdo Ossea guiada sdo uma alternativa para
contornar este problema (DAHLIN, ALBERIUS, LINDE, 1991; LINDE et al., 1993;
DAHLIN et al, 1994; BOSCH, MELSEN, VARGERVIK, 1995; LUNDGREN,
LUNDEGREN, TAYLOR, 1998). A técnica consiste em prevenir a invaséo de células
indesejaveis, como os fibroblastos, no defeito 6sseo durante o processo de reparo,
permitindo a repovoagdo desta area por células especificas para a neoformacéo
0ssea (NYMAN, 1991). O uso de membranas oclusivas é eficaz na regeneracao
0ssea guiada quando utilizadas como barreiras a proliferacdo de células do tecido
epitelial e conjuntivo para o interior do defeito ésseo, provendo um tempo adicional
para as células osteogénicas, de migragdo mais lenta, repovoarem a area do defeito,
desencadeando com eficiéncia a neoformacao 6ssea (DAHLIN et al., 1988; DAHLIN,
ALBERIUS, LINDE, 1991; LINDE et al., 1993).

Murray, Holden, Roschlau, (1957) demonstraram que quando uma cavidade
com uma fonte de osteoblastos e um suprimento sanguineo foi isolada dos tecidos
moles adjacentes, a cavidade é rapidamente preenchida com 0sso; entretanto, se o

espaco ndo é protegido, pode ser preenchido com tecido conjuntivo fibroso.

As membranas sdo materiais que se prestam para proteger o coagulo
sanguineo e prevenir que células dos tecidos conjuntivo e epitelial migrem para o

interior do defeito 6sseo.

Segundo Sakata et al., 2004, o processo de regeneracdo 6ssea envolve o
crescimento de células do tipo cartilaginosas, que s@o formadas na superficie
externa do ferimento, geralmente durante os primeiros dias de o ferimento ter
ocorrido. Entre a terceira e quarta semana, a lacuna entre as células tipo
cartilaginosas do novo osso é invadida por tecido embrionéario, o qual forma uma
ponte de tecido conjuntivo. Entre a sexta e oitava semana, ocorre a calcificagéo,
onde o sistema vascular penetra na fibrocartilagem, absorvendo-a, enquanto a area
é preenchida por fibras 6sseas. Finalmente, entre dois meses a dois anos, a nova
fibra 6ssea formada é gradualmente trocada por osso rigido e, eventualmente, 0sso

normal.
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No tecido 6sseo ha quatro tipos de células: os osteoblastos, que estdo
relacionados com a formacdo da matriz organica 0ssea; 0s ostedcitos que ficam
presos nessa matriz ap0s a mineralizagdo da mesma; os osteoclastos, envolvidos
com a reabsorgcdo Ossea e a célula forradora 6ssea, semelhante ao ostedcito, que
consiste em osteoblastos que n&o ficaram embebidos no novo tecido 6sseo formado,
mas aderem a superficie externa do osso quando a formag&o esta em repouso. Tais
células tornam-se quiescentes e achatadas na superficie 6ssea, mas permanecem
em continuidade com a matriz 6ssea mineralizada. Mantém comunica¢cdo com
ostedcitos e com cada outra através de jungfes tipo "gap”  conservando  seus
receptores para hormdnios como da paratiredide e estrogenos. Como o0s ostedcitos,
essas células desempenham papel na transferéncia de minerais para o interior e fora
do osso, além da sensacdo da tensdo mecénica, por receber e transmitir sinais
elétricos recebidos pelo osso, iniciando a remodelagdo Ossea. Para que a
regeneracao 0ssea ocorra é necessario a presenca de células especificas, que sdo

0s osteoblastos e os osteoclastos.

2.2 Reparacédo Ossea

A injuria éssea induz uma resposta inflamatoria, que resulta em ativagdo do
sistema complemento e danos aos vasos sanguineos (laceracdes) com
extravasamento de células e moléculas sinalizadoras. A degradacg&o proteolitica da
matriz extracelular oferece os fatores quimiotaticos para os mondcitos e 0s
macrofagos. Os macrofagos ativados liberam o FGF que estimula as células

endoteliais a expressar o ativador do plasminogénio e a procolagenase.

ApoOs a destruicdo do tecido, a membrana celular libera tromboxano-A2 e
prostaglandina-2 alfa , vasoconstritores potentes. O sangue extravasado forma um
coagulo, composto de colageno, plaquetas, trombina e fibronectina que liberam
citocinas e fatores de crescimento que iniciam a resposta inflamatéria. Ocorre um
hematoma, estabelecendo um plugue hemostatico, que previne a deplecdo do
volume de sangue, sendo que as plaquetas que o integram tém uma func¢éo dual: a
de controle da hemostasia e a de liberar fatores como PDGF, TGF-3, e o FGF. O

coagulo de fibrina serve como um arcabouco ou andaime para a chegada de
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neutréfilos, mondécitos, fibroblastos e células endoteliais, além de concentrar
citocinas e fatores de crescimento. O aparecimento de neutréfilos (PMN), linfécitos,
mondcitos e macréfagos sdo motivados por fatores de crescimento, entre eles IL-1,
TNF-alfa, TGF-B e fator de plaqueta-4 (PF-4), liberados pelos granulos alfa das

plaguetas.

O local da ferida é caracterizado por diminuicdo na tensdo de O2 e do pH,
criando as condicbes necessarias para as atividades operacionais dos
polimorfonucleares (PMN) e macrofagos. Os PMN removem microorganismos e
debris, enquanto os macréfagos eliminam particulas maiores, podendo se
transformar em células gigantes multinucleadas para construir uma barreira aos
invasores. Os macrofagos sintetizam no local fatores de crescimento com o intuito
de fortalecer a atividade celular, recrutando células, provocando mitogénese e

quimiotaxia ao longo da cascata de reparagao.

Em 3 a 5 dias forma-se um tecido de granulag&o que consiste de novos vasos
sanguineos, colageno (tipo | ligado com o0sso, tipo Il ligado com cartilagem, tipos Il e
V ligados com tecido de granulagéo, tipos IV e VI com matriz endotelial e tipo X com
cartilagem hipertréfica) e células (fibroblastos e macréfagos). Existe a hipotese que
a ligacédo seletiva de fatores de crescimento ao colageno pode localizar, proteger e
posicionar esses fatores (TGF-3, FGF, PDGF e BMP) para aperfei¢coar as interaces
célula-fatores. Este substrato coldgeno, como uma matriz provisoéria, permite a
chegada de MSC (células estromais multipotentes) e células osteoprogenitoras do
peridsteo e enddsteo mediante a sinalizagdo de TGF-3, BMP e sua ancoragem no
colageno do tecido de granulacdo para a diferenciacdo em fendtipos especificos

como condroblastos e osteoblastos.

Apos a diferenciacdo de células e a maturacdo da matriz celular, por vérias
semanas, forma-se um calo 6sseo composto de elementos vasculares, produtos
estromais, cartilagem e células. A cartilagem é substituida por osso entrelagado
bastante celular e com espiculas ésseas ainda desorganizadas. O papel
fundamental desse calo é estabilizar os fragmentos, assim se eles sdo méveis
ocorrerd a predominancia de cartilagem, enquanto estéveis 0 0sso regenera
restabelecendo sua forma e funcdo. Desse modo quando se faz a redugédo de uma

fratura com um dispositivo fixo, a fase intermediaria de cartilagem é poupada e a
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reparagdo do tecido de granulacdo se forma através do caminho intramembranoso
ao invés da cascata endocondral. Embora ainda ndo bem esclarecido, as BMP-2,
BMP-3, BMP-4, BMP-6 e BMP-7 estdo envolvidas com a angiogénese e

diferenciagéo celular durante a reparagao da fratura.

Durante 6 a 8 semanas ap0s a injdria, varias células e fatores de
crescimento(TGF-B, FGF, PDGF, BMP e fator de crescimento endotelial vascular —
VEGF) constituem o repertério de ingredientes que assegura a reparacdo da fratura,
reconstituindo o tecido injuriado com inumeras ceélulas especializadas, o0s
osteoblastos e osteoclastos, recrutadas e atuando em combinagdo com fatores de
crescimento. No local da ferida, fragmentos de fibronectina e produtos da
degradagdo da matriz extracelular serdo as iscas para 0s mondcitos que se
converterdo em osteoclastos. Além disso, os macréfagos no local expressam FGF
e VEGF para a angiogénese e renovacao vascular que permite o livre transito de
osteoblastos, para que a regeneragdo tecidual ocorra como uma combina¢éo de
fatores de crescimento, moléculas de adesdo celular e substrato da matriz que

interagem para dirigir o maquinario celular responséavel por sintetizar novo 0sso.

2.3 Latex Natural

O latex da seringueira Hevea brasiliensis forma um sistema coloidal polifasico
e polidisperso. Depois de centrifugado, o latex pode ser representado como sendo
formado por trés componentes fundamentais (Bernardes et al, 2000).

1. Fase borracha - hidrocarboneto isoprénico (37%). Apresenta coloragao

branca e é formada quase exclusivamente de borracha.
2. Soro (48%). Fracado intermediaria em forma de liquido € o meio dispersivo
do sistema coloidal latex e contém proteinas e sais dissolvidos em &gua.

z

3. Fracdo de fundo (deposito) (15%).Apresenta coloracdo amarela e é

constituida de componentes nao borracha: os lutéides (proteinas, fosfolipidios e sais
minerais) e as particulas Frey-Wyssling (constituidas de carotendides e lipidios
conferindo, por isso, & borracha, a coloragdo amarelada). A Figura 1 mostra a

estrutura molecular da borracha e as formas das cadeias
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Figura 1: Estrutura molecular da borracha (a), formas das cadeias (b)

O processo de separacdo destas partes se da através da acdo de uma forga

centrifuga elevada (40.000 rpm).

O latex pode ser considerado um composto perecivel devido a composicao do
soro que contém carboidratos, proteinas, sais minerais e microorganismos, sendo
que ele se coagula espontaneamente de 8 a 10 horas apés a colheita’ separando a

borracha em forma de coagulo.

O latex natural no primeiro instante que se escoa da seringueira é levemente
alcalino. Por efeito de reagbes quimicas e, sobretudo bioquimicas, vai se

acidificando rapidamente, em contato com o ar.

z

O conteddo da borracha seca € variavel, notando-se que as primeiras
sangrias, em arvores virgens ou em arvores apds um repouso prolongado, produzem
menor quantidade, porém em maior concentracdo de borracha. Na medida em que
as sangrias se sucedem, a quantidade aumenta e o contetdo de borracha decresce,
até um certo limite. O contetdo de borracha seca também decresce apos periodos

chuvosos ou em seguida aplicagdo de estimulantes.



Revisdo de Literatura 30

ApOs a polimerizacdo, o latex transforma-se em um filme com varias
caracteristicas desejaveis para uso em procedimento de regeneragdo 0ssea guiada,
como a elasticidade e alta resisténcia mecanica. Além da biocompatibilidade, sabe-
se também que o latex natural € capaz de acelerar a angiogénese (ALVES et al,,
2003) e esta propriedade pode também estar relacionado aos processos de

osteogénese.

Varios trabalhos experimentais relatam o uso do filme de latex em forma de
membrana ou de biomembrana, como citam alguns destes. O trabalho pioneiro foi
de Mrue, em 1996, que usou latex natural como protese de um segmento do
esoOfago cervical de cées. O latex néo foi incorporado aos tecidos do hospedeiro e foi
eliminado apos dez dias de pds-operatorio nas fezes do animal. No lugar formou-se
um “neo-es6fago”, indicando as propriedades regenerativas deste material.
Posteriormente, Sader et al. (2000), estudaram o comportamento da membrana de
latex natural como substituto parcial do pericardio de cées. Foram avaliados trés
grupos: grupo A, onde o retalho do pericardio foi removido e reimplantado
imediatamente; grupo B, em que o retalho foi removido e substituido por outro de
latex natural, com 0,3mm de espessura; grupo C, no qual o retalho de latex tinha
0,7mm de espessura. Em 50% dos animais do grupo B e C houve completa
regeneracdo do pericardio. Nos cdes do grupo A foi observado um quadro de
regeneracao irregular do pericérdio. Os resultados mostraram que a membrana de

latex foi satisfatoria para a substituicao parcial do pericérdio de cées.

As propriedades relativas & angiogénese foram testada por ALVES (2003)
através do uso da membrana cério-alantdide de embrides de galinha. Foi possivel
observar a indugédo de angiogénese no tecido onde a membrana de latex manteve
contato durante o experimento. A cicatrizacdo conjuntival e a neoangiogénese foi
relatada por PINHO et al. (2003) que utilizaram modelo animal (olhos de coelhos)
para reconstrugdo conjuntival. Apos analises histoldgicas, observaram que a
recuperacao foi satisfatéria em 60% dos olhos com biomembrana de latex enquanto
que, nos olhos do grupo sem membrana, ela foi satisfatéria em apenas 20%. O
ndmero meédio de vasos por campo Optico na ferida cirdrgica dos olhos com
biomembrana foi o dobro desse mesmo numero nos olhos com esclera nua (grupo

controle).



Revisdo de Literatura 31

Mais recentemente, Balabanian et al. (2006), avaliaram a biocompatibilidade
do latex natural. Granulos de latex foram implantados em cavidades Osseas
alveolares depois de extracdo dental em ratos. Os animais foram sacrificados 7, 21 e
42 dias ap6s os procedimentos. Os dados quantitativos confirmaram a aceleracéo da
neoformacdo 6ssea e a diminuicdo da presenca de tecido conjuntivo ao redor do
implante. Foi demonstrado que o material apresentou biocompatibilidade,
progressiva integragdo com o0 0sso alveolar, simultaneamente aceleragdo da

neoformacédo 6ssea e mostrou importante atuacdo no processo de cicatrizacao.

Ereno (2007) avaliou o uso da biomembrana de latex como membrana
oclusiva em regeneragdo 6ssea guiada. O modelo utilizado foi de craniotomia em
coelhos, onde defeitos criticos foram criados cirurgicamente e tratados com a
membrana de latex. Os resultados das avaliacdes histoldgica, histométrica,
radiologica e por ressonancia do spin eletrbnica mostraram a eficiéncia desta
membrana em relagdo ao grupo controle, ndo tratado. Também foi observada a
biocompatibilidade deste material devido a auséncia de reacao inflamatéria do tipo

corpo estranho, frente ao implante deste material.

2.4 Politetrafluoretileno (PTFE)

Descoberto acidentalmente por Roy J. Plunkett para a empresa DuPont, em
1938 e apresentado para fins comerciais, em 1946, o PTFE é um polimero similar ao
polietileno, onde os atomos de hidrogénio estdo substituidos por fldor. A formula
quimica do mondémero, o tetrafluoretileno, € CF2=CF2, e o polimero —(CF2-CF2)n-.

(wikipedia, acesso em 30 agosto 2008)

A membrana de PTFE utilizada neste trabalho é referida como membrana de
politetrafluoretileno densa e fabricada pela MUPOR Ltda, uma subsidiaria da
Corporagdo POREX, sob condigcdes legais e vendida no Brasil pela empresa

Bionnovation Biomedical S/A.

A membrana de PTFE apresenta-se como um polimero poroso, formando

uma rede intrincada de células abertas e poros multidirecionais , que conferem a
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esse tipo de material uma combinacdo Unica de capacidade filtrante e forca

estrutural.

O PTFE tem uma compatibilidade quimica surpreendente, é extremamente
hidrofébico e suporta muito bem o uso continuo a 248°C, sendo o material mais

resistente a calor de todos os materiais do fabricante.

A molécula fluorcarbono, politetrafluoretileno (base quimica componente do
PTFE), ndo pode ser quebrada quimicamente em condi¢cfes fisiolégicas. Além
disso, a seguranga do PTFE foi estabelecida por extensos testes de
biocompatibilidade, longa histéria de segurangca e uso efetivo em préteses
vasculares e de tecidos moles (HARDWICK et al., 1996).

A principal virtude deste material € que ele € uma substancia praticamente
inerte, ndo reage com outras substancias quimicas exceto em situagcdes muito
especiais. Isto se deve basicamente a protecdo dos atomos de flior sobre a cadeia
carbonica. Esta caréncia de reatividade permite que sua toxicidade seja
praticamente nula sendo, também, o material com o mais baixo coeficiente de atrito
conhecido. Outra qualidade caracteristica € sua impermeabilidade mantendo,
portanto, suas qualidades em ambientes Umidos. Por estas caracteristicas
especiais, além da baixa aderéncia e aceitabilidade 6tima pelo corpo humano, ele é
usado em diversos tipos de prétese. Segundo Garg, 2004 algumas membranas
derivadas deste material teriam uma vantagem no sentido de permitirem sua
exposicdo na cavidade oral, por exemplo, sem o risco de comprometer o processo

de regeneracéo 0ssea.

Inicialmente o uso do material de PTFE para a osteopromogao foi bem
ilustrado em um relato publicado em 1988 por Dahlin et al., que levantaram um
retalho mucoperiostal e produziram um defeito 6sseo bilateral na mandibula de 30
ratos adultos. Em um dos lados o defeito foi coberto com a membrana de e-PTFE
(Gore-tex®), enquanto do outro o defeito foi apenas coberto com o retalho
mucoperiostal. Os resultados obtidos pela andlise macroscépica e
histomorfométrica mostraram que a barreira mecénica de crescimento celular de
tecido conjuntivo fibroso no interior do defeito 6sseo resultou em reparo 6sseo

completo no local testado, considerando que o defeito no lado controle foi
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preenchido por tecido conjuntivo fibroso, com pouco desenvolvimento de 0sso
neoformado nas margens do defeito. Foi demonstrado claramente a grande
importancia desse obstaculo mecénico contra a proliferacdo de tecido conjuntivo

frouxo, durante a cicatrizacao 6ssea.

Strietzel et al. (2005) constataram também a eficiéncia da membrana de
PTFE, quando compararam em seu trabalho, o tratamento de defeitos Gsseos

realizados em mandibulas de porco, com outros tipos de barreiras.

Barber et al. (2007) analisaram os resultados entre diferentes materiais
utilizados como barreira, demonstrando vantagem da membrana de PTFE — densa
naquelas situagdes em que ndo poderia ser protegidas ou totalmente cobertas pelo
retalho, mostrando menor incidéncia na colonizacdo de bactérias, devido as

proprias caracteristicas superficiais do material.

2.5 Ressonéancia do Spin Eletrénico no Estudo de Tecidos Calcificados

A dosimetria por RSE é uma técnica especialmente utilizada em casos de
acidente com radiagfes ionizantes, pois permite a utlizagdo de partes do corpo
(dentes e ossos) como dosimetros. A idéia de se utilizar ossos e dentes como
indicador da dose em acidentes foi apresentada por Mascarenhas (1973), no
American Physical Society Meeting. O autor observou um sinal de RSE intenso em
ossos de vitimas da Bomba-A. Nesta ocasido, propds-se a avaliagdo de doses
recebida pelas vitimas de Hiroshima através do esmalte dental, a fim de proporcionar
um tratamento médico adequado e estudar os efeitos bioldgicos produzidos pela
radiacdo. Caracelli (1986) determinou as propriedades dosimétricas dos 0ssos e
mais recentemente estas propriedades foram aplicadas para avaliar a dose liberada
por *Sm-EDTMP e %SrCI2, que sdo compostos utilizados em Radioterapia
Sistémica para tratamento paliativo da dor provocada por metdstases Osseas
(KINOSHITA, 2001).

Dalpino (2006) utilizou a espectroscopia por RSE para o estudo da dinamica
da regeneracdo 6ssea. Neste trabalho, a regeneracdo 6ssea guiada por membrana

de poliuretano e de politetrafluoretieno foi avaliada em defeito cirdrgicos
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experimentais na calvaria de coelhos, utilizando-se as técnicas convencionalmente
empregadas (histologicas e radiogréficas), bem como a RSE. Este ultimo estudo
trouxe informagfes complementares relativas ao grau de mineralizagdo éssea obtida

durante o processo de reparo.
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3 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho é avaliar a regeneracdo 6ssea guiada de defeitos
criticos criados nos ossos do cranio em coelhos, frente ao uso das membranas de
latex natural, comparativamente a membrana de PTFE (politetrafluoretileno) e com o
grupo controle. Para esta avaliacdo, meétodos histologicos, radioldgicos e por

ressonancia do spin eletrénico foram empregados.



MATERIAIS E METODOS
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local e Grupo de Estudo

Foram utilizados 27 coelhos brancos adultos da raga New Zealand, com peso
médio de 3 kg, idade entre trés e quatro meses, mantidos, durante todo o periodo
experimental, em boas condigbes ambientais, de alimentacdo, temperatura, higiene
e iluminagdo e em cativeiros individuais. Os coelhos foram obtidos do Biotério Geral
da USP de Ribeirédo Preto.

Estes animais foram divididos em trés grupos (A, B e C) com nove coelhos
em cada. A analise de neoformacéo 0ssea foi realizada nos periodos de 15, 30 e 60

dias.

As membranas de PTFE foram adquiridas da empresa Bionnovation
Biomedical S/A, Bauru — SP e as membranas de latex foram fornecidas pela USP de

Ribeirdo Preto.

Os procedimentos cirdrgicos ocorreram no Biotério da Universidade do
Sagrado Coracéo, na cidade de Bauru, S&o Paulo, apds a aprovacgéo pelo Comité de

Etica em Pesquisa desta Universidade (Protocolo 14/07)

4.2 Delineamento Experimental

Os 27 animais foram divididos em 3 grupos (A, B e C), com 9 coelhos em
cada. O grupo A recebeu a membrana de latex natural, o grupo B, a membrana de

PTFE, e o grupo C (grupo controle), ndo recebeu membrana.

Em todos os animais foi feito cirurgicamente um defeito 6sseo critico de

tamanho 2cm x 1cm no cranio.

Os animais foram observados em periodos de 15, 30, 60 dias. Decorridos
estes periodos seis animais do grupo experimental (A e B) e trés do grupo

controle(C) foram eutanasiados.
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4.3 Procedimentos Cirurgicos

4.3.1 Anestesia e Assepsia

Para realizacdo dos procedimentos cirdrgicos, os animais foram submetidos a
anestesia geral com administragdo da medicacdo pré-anestésica de relaxante
intramuscular (Diazepan), a uma dose de 0,1 ml/kg de peso corporeo, seguido pela
administragdo intramuscular do anestésico geral (Ketamina), a uma dose de 0,25

mi/kg.

Apos este procedimento foram realizados os procedimentos de tricotomia na
regido do osso frontal, de assepsia com PVPI (polivinilpiloridona) tépico e de
infiltracdo, para fins hemostaticos, com anestésico local cloridrato de prilocaina a 3%

e felipressina 0,03U.1. na regiéo que a ser incisada (Figura 2).

4.3.2 Técnica Cirargica

A area a ser operada foi isolada com campos cirdrgicos estéreis. Foi realizada
uma incisdo mucoperiostal linear, de aproximadamente 4cm, lateralmente ao plano
sagital mediano do osso parietal com lamina de bisturi numero quinze (figura 3). Em
seguida, procedeu-se a dissec¢do cuidadosa com destaca-periosteo para expor a
superficie 6ssea e sequencialmente a divulsdo muscular plano a plano do retalho
com espatula. O defeito 6sseo foi criado na calvaria do coelho, com uma broca
trefina de 10 mm de didmetro, acionada por um micromotor cirdrgico de baixa
rotacdo e abundante irrigagdo com solucéo salina (figura 4). O defeito 6sseo tem a
forma eliptica na dimensdo de 2 cm x 1 cm. Todo osso cortical e esponjoso foi
removido, expondo a membrana meningea. As bordas dos defeitos foram
regularizadas com oste6tomo, auxiliado pelo uso de pontas diamantadas CVD
(CLOROVALE DIAMANTES INDUSTRIA E COMERCIO LTDA), acopladas em
aparelho de ultra-som portétil, que além da finalidade de regularizar as bordas do
defeito também serviu para estimular o preenchimento do defeito com o coagulo
sanguineo (figura 5). O defeito 6sseo criado recebeu ao seu redor a uma distancia
uniforme de 1mm, medidos com auxilio de um aro pré-fabricado de metal que guiou

a marcagdo no 0sso com broca tronco-conica picotada nimero 699 com 0s mesmos
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cuidados da criacdo do defeito 6sseo. A seguir, procedeu-se o preenchimento da
canaleta formada com guta percha de baixa fuséo, que durante o processamento
das pecgas anatomicas, atuaram como referéncia para a quantificagdo do processo

de reparo (figura 6).

Os animais dos grupos A e B receberam duas membranas de latex e PTFE,
respectivamente, uma no assoalho, recobrindo a meninge, e outra na superficie do
defeito (figura 7). Os animais do grupo C (controle) tiveram seus defeitos 0sseos
apenas preenchidos por codgulo sanguineo. O procedimento de sutura foi realizado
logo a seguir, inicialmente no peridsteo e, posteriormente, da pele com fio seda 4.0

reabsorvivel (figura 8).

Ap6s o0s procedimentos cirdrgicos, como profilaxia a infecgbes, foi

administrado Ampicilina sédica numa dose Unica de 1ml/kg por via intramuscular.

ApOs os periodos de proservacdo, os animais foram sacrificados com

superdosagem de anestésico geral Ketalar (4 ml).

A Tabela 1 a seguir mostra a diviséo do grupo de coelhos.

Tabelal. Distribuicdo dos coelhos nos grupos de acordo com os periodos a serem analisados.

Periodo 15 dias | 30 dias | 60 dias Total de coelhos
Grupo A (Latex) 3 3 3 09
Grupo B (PTFE) 3 3 3 09

Grupo C (Controle) 3 3 3 09
Total 9 9 9 27
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Figura 2 — Assepsia da area a ser submetida ao procedimento cirargico com PVPI

Figura 3: Incisdo mucoperiostal linear de 4cm de comprimento com lamina bisturi 15

Figura 4: Osteotomia com broca trefina de 1cm de didmetro
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Figura 6: Colocacdo da membrande PTFE em contato com Duramater e marcacdo das bordas com
Guta Percha

Figura 7: Sutura com fio de seda 4.0
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4.4 Preparo das Pecas e Forma de Anélise dos Resultados

A coleta das pecas foi realizada com um disco diamantado com auxilio de
micromotor cirargico. Subsequentemente as pecas foram fixadas em formol a 10%,
para que posteriormente fossem feitas as analises macroscopicas, microscopicas e
radiograficas. Logo apos a andlise radiogréfica, cada peca foi subdivida em duas
partes, uma delas foi utilizada para andlise histolégica e a outra para analise por

Ressonancia do Spin Eletronico.

4.4.1 Analise macroscépica

Os espécimes foram analisados macroscopicamente na suas dimensdes,

coloragéo e fotografados em lente de aproximacéo.

4.4.2 Analise das pecas por imagens radiogréficas

Inicialmente as pecgas foram absorvidas por um lengo de papel, para a retirada
da umidade. O posicionamento das mesmas foi horizontal e paralelamente ao longo
do eixo da placa de imagem, especifica do sistema Digora, colocadas sobre uma

superficie plana, cobertas por uma peca de isopor.

Para as radiografias, utilizou-se um aparelho de raios-X odontolégico,
regulado para 70kVp e 8mA, com filtragem total equivalente a 2mm de aluminio.
Posicionou-se o cilindro localizador de modo que o feixe central incide
perpendicularmente ao plano do filme, com distancia foco/fiilme de 40cm e a

exposicdo de (2mAs) previamente selecionado.

A placa de imagem (Figura 8) sensibilizada foi posicionada no leitor 6ptico do
Sistema Digora (Figura 9) para posterior captura da imagem latente contida na
porcao ativa da placa, através de varredura a laser. Foram observadas as diferencas

de radiopacidades, relevos e tons da cor cinza nas imagens.
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Figura 8 - Placa de imagem do Sistema Digora (ERENO, 2007)

Figura 9 - Escaner de leitura 6tica (laser) - Sistema Digora de Imagem (ERENO, 2007)

Utilizando o dispositivo Density Measurements foi possivel selecionar,
através de segmentos de retas, a area do defeito 6sseo para ser analisado (Figura
10a). Neste estudo foi padronizado o uso de 4 segmentos de reta (Figura 10b),
numa area de aproximadamente 170 a 185 pixels. Apds a selecéo da area do defeito
0sseo, 0 sistema Digora informa a intensidade do pixel mais claro, intensidade do
pixel mais escuro, o tamanho da area selecionada em pixels, a média dos pixels
nessa area selecionada e o desvio padréo (figura 10a). Este sistema apresenta o
histograma da &rea selecionada (figura 10c), que permite analisar o nivel de cinza da
imagem numa ampla escala, que vai de zero (radiollcido) a 255 (radiopaco). Ha
também, o perfil da densidade (figura 10d), onde é possivel visualizar os segmentos
de retas. A disposicéo dessas retas informa se o processo de reparacao 0ssea esta
sendo uniforme (linhas semelhantes, sem variagcdo entre picos e vales) ou, se, por
exemplo, h& radiopacidade maior ou menor em uma determinada localizacéo,
através da inclinac@o para baixo ou para cima de algumas ou de todas essas retas,

respectivamente.
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Figura 10 - Reproducéo da tela do computador utilizando a ferramenta Density
Measurements. Dados numéricos (a); selecao da area na imagem radiografica digital (b);
Histograma (c); e Perfil da densidade (d). (ERENO, 2007)

4.4.3 Analise Microscopica

Inicialmente as pecas foram fixadas em formol a 10% por 92 horas, seguida

de descalcificagdo pelo método Morse (solugdo aquosa de acido férmico/citrato de

s6dio) e incluidas em parafina. Os cortes microscépicos foram obtidos no sentido

longitudinal com seis micrometros de espessura e corados pelos métodos da

hematoxilina/eosina e Tricobmico Masson.

Os cortes microscoOpicos foram analisados e descritos em todas as suas

peculiaridades. Foram selecionados e fotografados, os dados mais relevantes, no

préprio microscépio para a competente comprovacao.
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4.4.4 Analise por Ressonancia do Spin Eletrénico

As amostras de ossos neoformados de cada grupo (A, B e C) e referentes a
cada fase (15-30-60 dias) foram lavadas em agua destilada e alcool etilico. Fraces
referentes a borda do defeito, centro do defeito e o0sso pré-existente foram
destacadas, de cada amostra e suas massas foram medidas através de uma
balanca analitica. A seguir, foram secas em dessecador por um periodo de 15 dias e
moidas manualmente, através de um gral de agata a fim de se produzir um p6 com
particulas de diametro de cerca de 1mm. ApGs esse processo, todas as amostras
foram irradiadas com a dose de 3kGy de radiacéo y de uma fonte de Cobalto-60. As
irradiacdes foram realizadas no IPEN - Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares — SP. Os espectros de cada amostra foram registrados, através do
espectrébmetro Varian E-4, do Departamento de Fisica e Matematica USP-RP
(FIGURA 11). Os parametros de aquisicdo do espectro foram: Campo Central
3380G, Varredura 100G, Tempo de Varredura 1 minuto, Modulacéo 2G, Poténcia de

microondas 20mW.

Apos o registro dos espectros de RSE, a amplitude do sinal referente ao
radical CO; (gerado na hidroxiapatita) foi determinada para a regido neoformada e
comparada em relagdo ao osso normal. Os espectros de RSE foram analisados
através do software Microcal Origin. A raz@o entre essas amplitudes foi utilizada

como indicador do grau de mineralizagdo da amostra.

Figura 11 - Espectrdmetro Varian-E4 - Departamento de Fisica e Matematica — USP —
Ribeir&o Preto.



RESULTADOS




Resultados 48

5 RESULTADOS

5.1 Aspecto Clinico

Todos os animais foram mantidos em gaiolas individuais, sem imobilizagéo e
mantiveram suas funcdes vitais. Nao houve infeccbes pos-operatérios e evidéncias
de inflamagéo tipo corpo estranho. Durante o pds-operatdrio foi observada excelente

recuperacao dos coelhos.

5.2 Analise Macroscopica

5.2.1 Grupos AeB

As membranas utilizadas como barreira biolégica se mantiveram integras e
estaveis durante todo o periodo do estudo. A figura 12 ilustra a membrana de latex
recobrindo a regido do defeito de metade da amostra referente ao periodo de 60
dias. No periodo de 15 dias, ndo se observava muito claramente osso formado
(figura 13 A e B), mostrando apenas em relagdo ao grupo B — PTFE, haver um
maior preenchimento com um tecido de consisténcia maleavel revestindo as paredes
do defeito. Apds 30 dias, observa-se um tecido de consisténcia maleavel na area do
defeito (figura 14 A e B). No periodo de 60 dias nota-se a presenca de tecido

endurecido entre a membranas (figura 15 A, B, C).

5.2 2 Grupo controle

As pecgas coletadas do grupo controle, em todos os periodos estudados,
apresentaram um tecido cicatricial recobrindo o defeito. Nos periodos 15 e 30 dias
notou-se que o tecido que cobre o defeito € mole, bem fino e muito fragil, enquanto
que, no periodo de 60 dias, o tecido é mais espesso, mas ndo rigido como tecido

6sseo .
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Figura 12 : Fotografia da metade da pega 6ssea contendo o defeito 60 dias apds a cirurgia, ilustrando
a membrana de latex recobrindo a regido do defeito 6sseo.

@Y (B)

Figura 13: Fotografias das pecas 15 dias apds a cirurgia (A) Grupo A (Latex) e (B) Grupo B (PTFE)

(A) (B)

Figura 14: Fotografias das pecas 30 dias ap0s a cirurgia (A) Grupo B (PTFE) e (B) Grupo C (controle)

&, Gy
(A)

(B) ©

Figura 15: Fotografias das pegas 60 dias ap0s a cirurgia (A) Grupo A (Latex), (B) Grupo B (PTFE ) e
(C) Grupo C (controle).
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5.3 Analise Radioldgica

As figuras 16, 17 e 18 mostram as radiografias digitais das pecgas coletadas
15, 30 e 60 dias apos a cirurgia.

(A) ® ©)
Figura 16 - radiografia digital 15 dias apés a cirurgia (A) Grupo A (Latex), (B) Grupo B
(PTFE) e (C) Grupo C (Controle)

(A) (©)
Figura 17 - radiografia digital 30 dias apds a cirurgia (A) Grupo A (Latex), (B) Grupo B
(PTFE) e (C) Grupo C (Controle)

(A) (B) (©)
Figura 18- radiografia digital 60 dias apds a cirurgia (A) Grupo A (Latex), (B) Grupo B
(PTFE) e (C) Grupo C (Controle)
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As tabelas 2, 3 e 4 mostram os valores das intensidades médias dos pixels,
na regido do defeito, relativos aos grupos A (Latex), B (PTFE) e C (controle), de

acordo com os periodos.

Tabela 2: Intensidade média dos pixels de acordo com os periodos, relativos ao grupo A (Latex)

Animal 15 dias 30 dias 60 dias
1 30,6 37,6 58,1
2 30,6 28,5 58,1
3 28,4 31,2 27,9
Média 29,9 32,4 48,0
Desvio Padréo 1,3 4,7 17,4

Tabela 3: Intensidade média dos pixels de acordo com os periodos, relativos ao grupo B (PTFE)

Animal 15 dias 30 dias 60 dias
1 41,2 42,8 36,1
2 38,7 50,5 39,9
3 29,8 36,9 33,1
Média 36,6 43,4 36,4
Desvio Padrédo 6,0 6,8 3,4

Tabela 4: Intensidade média dos pixels de acordo com os periodos, relativos ao grupo C (controle)

Animal 15 dias 30 dias 60 dias
1 33,7 36,3 31,8
2 29,4 42,6 48,5
3 32,0 36,4 46,8
Média 31,7 38,4 42,4
Desvio Padrédo 2,2 3,6 9,2
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A figura 19 a seguir mostra a analise comparativa entre 0s grupos

[ PTFE
60 - I LATEX
I CONTROLE

50+

() F
o o
1 1

Densidade Radiol6gica
3
1

10

15 dias 30 dias 60 dias

Periodo

Figura 19 : Média e Desvio padrao da intensidade média dos pixels de acordo com os grupos e
periodos. Os valores médios entre 0s grupos nao apresentaram diferencas estatisticamente
significantes.

5.4 Analise Histol6gica e Histométrica

A coloragdo por Tricromico de Masson, mostra com riqueza de detalhes a
neoformacdo 6ssea, por meio desta, pode-se estabelecer que o tecido ésseo
apresenta-se mais diferenciado (maduro/mineralizado), quanto mais avermelhado

estiver, mais indiferenciado (imaturo), quanto mais azul se apresentar.

Em todas as laminas analisadas, a regido do defeito 6sseo foi de féacil
visualizagédo, assim como as membranas de PTFE no assoalho e no teto do defeito.
A membrana de latex foi removida durante o procedimento de preparo pois o latex é

soltuvel em xilol.



Resultados 53

5.4.1 Periodo de 15 dias

Na analise histoldgica os grupos avaliados apresentaram processo de reparo
por ossificagdo osteonal direta ou intramembranosa. Observou-se que os defeitos

cirurgicos foram preenchidos por tecido conjuntivo osteogénico.

Grupo A (Léatex)

Descrigdo Histologica:

A fotomicrografia (Figura 20) mostra o defeito 06sseo parcialmente
preenchimento por tecido fibrovascular, pontos de neoformacdo Ossea (0SSO

imaturo). Nota-se ainda a presencga de céagulo sanguineo.

A
'\i:.
i
%

Figura 20: Corte Histoldgico do defeito 6sseo. Coloracao: Tricromico de Masson. Aumento original
2,6X. Grupo A (Latex), periodo de 15 dias.

Andlise Histométrica:

A tabela 5 a seguir mostra os resultados da histometria referente ao grupo A

(Latex) periodo de 15 dias.

Tabela 5: Fracdo dos volumes de 0sso maduro, 0sso imaturo, tecido fibrovascular e medula 6ssea
relativo ao grupo A (Latex), periodo de 15 dias.

Animal | Osso Imaturo (%) | Osso Maduro (%) | Tecido Fibrovascular e Medula 6ssea (%)

1 30,4 35,9 33,7
2 33,1 35,3 31,6
3 32,5 26,5 41,0

Média 32,6+£5,3 30,1+£6,5 354149
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Grupo B (PTFE)

Descrigdo Histologica:

A fotomicrografia mostra alguns pontos de foco hemorragico; uma fina
camada de tecido fibrovascular preenche o assoalho do defeito, com alguns pontos
de neoformacgdo Gssea e pequenos focos de 0sso em processo de mineralizacéo.
Nesta imagem € possivel observar também que h& neoformacédo 6ssea nas bordas
laterais do defeito que tendem a se irradiar para o centro e que num estagio mais

avancado, vai preencher toda a area cirurgica.
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Figura 21: Corte Histoldgico do defeito 6sseo. Coloracao: Tricromico de Masson. Aumento original
2,0X. Grupo B (PTFE), periodo de 15 dias.

Andlise Histométrica:

A Tabela 6 a seguir mostra os resultados da histometria referente ao grupo B

(PTFE) periodo de 15 dias.

Tabela 6: Fracdo dos volumes de osso maduro, 0sso imaturo, tecido fibrovascular e medula 6ssea
relativo ao grupo B (PTFE), periodo de 15 dias.

Animal | Osso Imaturo (%) | Osso Maduro (%) | Tecido Fibrovascular e Medula 6ssea (%)

1 59,3 9,8 30,9
2 49,7 14,3 36,0
3 50,4 10,9 38,7

Média 53,3+£54 11,7+ 2,3 35,2+4,0
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Grupo C (Controle)
Descrigdo Histologica:

A fotomicrografia mostra o recobrimento incompleto do defeito que se
encontra parcialmente preenchido por tecido fibrovascular com ilhas de osso
imaturo. A neoformacdo éssea inicia-se nas extremidades laterais do defeito e

estende-se em dire¢ao ao centro.

E,

Figura 22 — Corte Histologico do defeito dsseo. Coloracdo Tricromico de Masson. Aumento original
2,6X. Grupo C — CONTROLE

Andlise Histométrica:

A Tabela 7 a seguir mostra os resultados da histometria referente ao grupo C
(Controle) periodo de 15 dias.

Tabela 7: Fragdo dos volumes de osso maduro, 0sso imaturo, tecido fibrovascular e
medula éssea relativo ao grupo C (controle), periodo de 15 dias.

Animal | Osso Imaturo (%) | Osso Maduro (%) | Tecido Fibrovascular e Medula 6ssea (%)

1 351 10,3 54,6
2 40,5 11,3 47,4
3 43,2 9,6 47,2

Média 39,6 +£4,2 10,4+£0,9 49,7+ 4,1
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5.4.2 Periodo de 30 dias

Em todos os defeitos foi observado processo de reparo por ossificacéo
intramenbranosa.

Nos grupos A (Latex) e B (PTFE) notou-se a presenga de trabéculas 6sseas e
tecido 6sseo em processo de remodelagdo mais avangado.

No grupo C (Controle) observou-se predominancia de 0sso imaturo, presenca
de tecido conjuntivo e focos de hemorragia.

Grupo A (Latex)

Descrigdo Histologica:

Area do defeito 6sseo cirlirgico mostra-se quase todo preenchido por ilhas de
trabéculas 6sseas imaturas com alguns pontos de tecido 6sseo maduro. Algumas

areas mostram aspecto de estrutura medular em inicio de formac&o. Ainda ha a

presenca de tecido fibrovascular (tecido conjuntivo osteogénico) .

Figura 23 — Corte Histologico do defeito 6sseo. Coloracdo Tricromico de Masson. Aumento original
2,6X. Grupo experimental A — LATEX, periodo de 30dias.

Andlise Histométrica:

A Tabela 8 a seguir mostra os resultados da histometria referente ao grupo A
(Latex) periodo de 30 dias.
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Tabela 8: Fracdo dos volumes de 0sso maduro, 0sso imaturo, tecido fibrovascular e medula 6ssea
relativo ao grupo A (Latex), periodo de 30 dias.

Animal | Osso Imaturo (%) | Osso Maduro (%) | Tecido Fibrovascular e Medula 6ssea (%)
1 34,2 39,7 26.1
2 29,7 40,1 30.2
3 24,0 38,7 35.9

Média 293151 39,5+£0,7 30,7+£4,9

Grupo B (PTFE)

Descrigdos Histologica:

A fotomicrografia mostra que o defeito encontra-se preenchido por trabéculas
Osseas imaturas, com varios pontos de osso maduro, isto € com maior grau de
mineralizacdo, demonstrando que o0 processo de remodelacdo Ossea esta
acontecendo. Entre as trabéculas nota-se areas de estrutura com aspecto medular.

Na lateral direita, proxima & borda do defeito observa-se uma quantidade

consideravel de tecido fibrovascular (figura 24).

Figura 24 — Corte Histolégico do defeito 6sseo. Coloragéo Tricromico de Masson.
Figura 24 — Corte Histolégico do defeito 6sseo. Coloragdo Tricromico de Masson. Aumento
original 2,6X. Grupo experimental B — PTFE, periodo de 30dias.

Aumento original 2,0X. Grupo B( PTFE), periodo de 30 dias.

Andlise Histométrica:

A Tabela 9 a seguir mostra os resultados da histometria referente ao grupo B
(PTFE) periodo de 30 dias.
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Tabela 9: Fracdo dos volumes de osso maduro, 0osso imaturo, tecido fibrovascular e medula éssea
relativo ao grupo B (PTFE), periodo de 30 dias.

Animal | Osso Imaturo (%) | Osso Maduro (%) | Tecido Fibrovascular e Medula 6ssea (%)
1 62,9 27,7 9,4
2 60,4 22,8 16,8
3 68,7 15,3 16,0

Média 64,0+£4,3 219+6,2 141+41

Grupo Controle

Descrigdo Histologica:

No grupo C (controle), observa-se dois focos hemorragicos em meio a

proliferagéo de tecido conjuntivo osteogénico e ndo osteogénico. Nas extremidades

direita e esquerda, em contato com a borda dssea cirirgica, nota-se tecido 6sseo em

processo de remodelacéo.

imaturas, irregulares, delicadas e dispersas (figura 25).

No centro do defeito, observa-se trabéculas 6sseas

Figura 25 — Corte Histologico do defeito 6sseo. Coloracao: Tricrdmico de Masson. Aumento
original 2,6X. Grupo controle — C, periodo de 30 dias.

Andlise Histométrica:

C (controle) periodo de 30 dias.

A Tabela 10 a seguir mostra os resultados da histometria referente ao grupo
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Tabela 10: Fracdo dos volumes de osso maduro, 0sso imaturo, tecido fibrovascular e medula 6ssea
relativo ao grupo C (controle), periodo de 30 dias.

Animal | Osso Imaturo (%) | Osso Maduro (%) | Tecido Fibrovascular e Medula 6ssea (%)
1 36,0 35,0 29,0
2 34,2 39,7 26,1
3 239 27,0 49,1

Média 314+£6,5 339+6,4 34,7+£125

5.4.3 Periodo de 60 dias

Em todos os grupos foi observado processo de reparo por ossificagdo
osteonal direta.

Nos grupos A (Latex) e B (PTFE) notou-se processo de remodelagdo mais
avancado, com presenca de cavidades medulares irregulares e de diversos
tamanhos.

No grupo C (controle) observou-se reparagdo O0ssea de maneira irregular,
sendo esta mais evidente no centro do defeito. Ha predomindncia de tecido

conjuntivo vascular.

Grupo A (Latex)

Descrigdo Histologica:

Processo de remodela¢éo 6ssea mais avangado em relacdo ao periodo de 30
dias (Figura 23), com predominio de tecido 6sseo maduro, com presenca de medula

O0ssea. Ainda ha focos de tecido 6sseo imaturo. Observa-se que houve

regeneracdo 0ssea em toda a extensdo do defeito (Figura 26).
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Figura 26 — Corte Histologico do defeito 6sseo. Coloragéo: Tricromico de Masson. Aumento 2,6X.
Grupo experimental — A — LATEX, periodo de 60 dias.

Andlise Histométrica:

A tabela 11 a seguir mostra os resultados da histometria referente ao grupo A

(Latex) periodo de 60 dias.

Tabela 11: Fracdo dos volumes de osso maduro, osso imaturo, tecido fibrovascular e
medula éssea relativo ao grupo A (Latex), periodo de 60 dias.

Animal | Osso Imaturo (%) | Osso Maduro (%) | Tecido Fibrovascular e Medula dssea (%)
1 43,8 422 14,0
2 43,7 43,5 12,8
3 40,4 39,8 19,8

Média 425+1,9 41,8+1,9 155+ 3,7

Grupo B (PTFE)

Descrigdo Histologica:

Aos 60 dias, (Figura 27), observa-se presenca de pequena quantidade de
tecido fibrovascular. O processo de regeneracdo apresenta-se em estagio avancado,
toda a area cirlrgica esta preenchida por trabeculado 6sseo ainda
predominantemente imaturo, mas pela coloracdo avermelhada observada neste
trabeculado, nota-se pontos mais extensos de mineralizacao (tecido 6sseo maduro)

e entre as trabéculas ha grande quantidade de estrutura medular.
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Figura 27 — Corte Histoldgico do defeito 6sseo. Coloragdo: Tricrdbmico de Masson. Aumento 2,0X.
Grupo B (PTFE), periodo de 60 dias.

Andlise Histométrica:

A Tabela 12 a seguir mostra os resultados da histometria referente ao grupo B

(PTFE) periodo de 60 dias.

Tabela 12: Fracdo dos volumes de osso maduro, 0sso imaturo, tecido fibrovascular e medula 6ssea
relativo ao grupo B (PTFE), periodo de 60 dias.

Animal | Osso Imaturo (%) | Osso Maduro (%) | Tecido Fibrovascular e Medula 6ssea (%)
1 60,9 29,5 9,6
2 58,1 314 10,5
3 60,2 29,6 10,2

Média 59,7+1,4 30,1+1,0 10,1+0,4

Grupo C (controle)

Descrigdo Histologica:

A fotomicrografia mostra na regido do defeito vérias ilhas de tecido 6sseo

neoformado com muitos pontos mais mineralizados, entre as trabéculas 6sseas

observa-se células de medula Gssea. Na regido mais central nota-se tecido

fibrovascular (Figura 28).
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Figura 28 - Corte Histoldgico do defeito 6sseo. Coloragdo: Tricromico de Masson. Aumento original
2,6X. Grupo C (controle), periodo de 60 dias.

Andlise Histométrica:

A Tabela 13 a seguir mostra os resultados da histometria referente ao grupo

C (controle) periodo de 60 dias.

Tabela 13: Fracdo dos volumes de osso maduro, 0sso imaturo, tecido fibrovascular e medula 6ssea
relativo ao grupo C (controle), periodo de 60 dias.

Animal | Osso Imaturo (%) | Osso Maduro (%) | Tecido Fibrovascular e Medula 6ssea (%)
1 28,2 38,0 33,8
2 20,9 37,2 41,9
3 239 36,5 39,6

Média 243+3,7 37,2+0,8 38,4+4,2

5.5 Analise Histométrica Comparativa

A Tabela 14 ilustra os valores médio e desvio padrdo dos resultados da
analise histométrica referente aos grupos A, B e C, respectivamente, de acordo com

os periodos de estudo.

Tabela 14: Analise Histométrica comparativa entre os grupos de acordo com os periodos de estudo

Osso imaturo (%) Osso Maduro (%) Tecido Fibrovascular (%)

Periodo Latex PTFE | Controle | Latex PTFE | Controle | Latex PTFE | Controle

15 32,6 53 53,3+5/4 39,6 £4,2 30,1+6.5 11,7+23 10,4+0,9 35,4 +4,9 35,2+4,0 49,7+4,1

30 29,351 64,0 4,3 31,4+£65 39,5+0,7 21,9+6,2 33,9+6,4 30,7+4,9 14,1+4,1 34,7+£12,5

60 42,5+19 59,7+14 24,3+3,7 418+1,9 30,1+1,0 37,2+0,8 15,5+3,7 10,1+0,4 38,4+4,2
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As Figuras 29, 30 e 31 mostram graficamente os resultados da histometria

para cada grupo, Grupo A (Latex), B (PTFE) e C (controle), respectivamente.
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Figura 29: Valores médio e desvio Padrdo da Fragcdo do volume de Osso Maduro, Osso Imaturo e
Tecido Fibrovascular relativos ao Grupo A (Latex) de acordo com os periodos de estudo.
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Figura 30: Valores médio e desvio Padréo da Fragcdo do volume de Osso Maduro, Osso Imaturo e
Tecido Fibrovascular relativos ao Grupo A (Latex) de acordo com os periodos de estudo.
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Figura 31: Valores médio e desvio Padrdo da Fracdo do volume de Osso Maduro, Osso Imaturo e
Tecido Fibrovascular relativos ao Grupo C (controle) de acordo com os periodos de estudo.
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As Figuras 32, 33 e 34 ilustram comparativamente, a variacdo dos volumes de
Osso Maduro, Osso Imaturo e Tecido Fibrovascular, respectivamente, de acordo
com os periodos de estudo.
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Figura 32: Andlise comparativa entre os grupos da variacao (média e desvio padrdo) da fracdo de
0sso maduro no decorrer dos periodos. * Médias significativamente diferentes (p<0.05 ) na
comparacao com o Grupo Controle e **( p<0.05 ) na comparacao entre os grupos A e B. Analise por
ANOVA e Teste Tukey para comparacgao entre as médias.

A andlise por ANOVA e teste Tukey para comparacdo entre as médias
mostrou que no periodo de 15 dias, o grupo A (Latex) apresentou média
estatisticamente diferente em relacao ao grupo C (controle) e também ao grupo B
(PTFE) (p<0.05). O grupo B (PTFE) néo apresentou média estatisticamente diferente
em relacdo ao grupo C (Controle). Em relacdo ao periodo de 30 dias, a andlise
estatistica revelou que o grupo A (Latex) apresenta médias diferentes em relagéo ao
grupo B (PTFE) e, em relacdo ao periodo de 60 dias, todos os grupos apresentam
médias diferentes estatisticamente (p<0,05).
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Figura 33: Andlise comparativa entre os grupos da variacdo (média e desvio padrdo) da fracdo de
Osso Imaturo no decorrer dos periodos. * Médias significativamente diferentes (p<0.05 ) na
comparacao com o Grupo Controle e **( p<0.05 ) na comparacao entre os grupos A e B. Andlise por
ANOVA e Teste Tukey para comparacgao entre as médias.

A andlise por ANOVA e teste Tukey para comparacdo entre as meédias
mostrou que no periodo de 15 dias, o grupo B (PTFE) apresentou média
estatisticamente diferente em relagéo ao grupo C (controle) e que o grupo A (Latex)
tem média diferente do grupo B (PTFE) (p<0.05). O grupo A (Latex) ndo apresentou
média estatisticamente diferente em relacdo ao grupo C (Controle). Em relacédo ao
periodo de 30 dias, a andlise estatistica revelou que o grupo B (PTFE) apresenta
médias diferentes em relagdo ao grupo C (controle) e também em relagdo ao grupo
A (Latex). Em relacdo ao periodo de 60 dias, todos os grupos apresentam médias
diferentes estatisticamente entre si (p<0,05)
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Figura 34: Andlise comparativa entre os grupos da variacdo (média e desvio padrdo) da fracdo do
Tecido Fibrovascular no decorrer dos periodos. * Médias significativamente diferentes (p<0.05 ) na
comparacao com o Grupo Controle e **( p<0.05 ) na comparacao entre os grupos A e B. Andlise por
ANOVA e Teste Tukey para comparagao entre as médias.

A analise por ANOVA e teste Tukey para comparagdo entre as medias
mostrou que no periodo de 15 dias e 60 dias, o grupo A (Latex) e o grupo B (PTFE)
apresentaram média estatisticamente diferente em relacdo ao grupo C (controle)
(p<0.05), mas os grupos A e B nao apresentaram diferenga entre si. Em relagéo ao
periodo de 30 dias, a andlise estatistica revelou que o grupo B (PTFE) apresenta
médias diferentes em relacdo ao grupo C (controle) mas o grupo A (Latex) nao

apresentou média estatisticamente diferente em relagédo ao grupo C..
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5.6 Analise por Ressonancia do Spin Eletrdnico
5.6.1 Periodos de 15 e 30 dias

As amostras relativas aos periodos de 15 e 30 dias ndo apresentaram

mineralizag@o passivel de ser detectada por esta técnica, como ilustra a figura 35.
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Figura 35 . Espectros de RSE de amostra de osso da regido Nativa e da regido da lesdo, 30 dias
apos a cirurgia. Amostra do grupo B (PTFE).

5.6.2 Periodo de 60 dias

As Figuras 36 e 37 ilustram espectros de RSE referentes as regides de
neoformacdo Ossea (borda e centro) e da regido nativa (osso pré-existente). A
tabela a seguir mostra os resultados das razbes da amplitude do espectro
(normalizado pela massa) das regides de neoformacéo e do osso pré-existente. A

figura na sequiéncia mostra graficamente estes resultados obtidos.
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Figura 36 — Espectros de RSE de amostras 6sseas coletadas 60 dias apds a cirurgia referente ao
grupo C (controle). As amostras coletadas da borda da lesao apresentam (28,7+2,3)% da amplitude
em relacdo a regido nativa.
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Figura 37 - Espectros de RSE de amostras 0sseas coletadas 60 dias ap0s a cirurgia, referente ao
grupo A (Latex). As amostras coletadas da borda da lesdo apresentam (67,7 +10,5)% da amplitude
em relacdo a regido nativa e a regido central, 18,6%.
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Figura 38- Espectros de RSE de amostras 0sseas coletadas 60 dias apds a cirurgia, referente ao
grupo B (PTFE). As amostras coletadas da borda da lesdao apresentam (67,7 +10,5)% da amplitude

em relacdo a regido nativa e a regido central, 18,6%.

A tabela 15 a seguir mostra os resultados obtidos por RSE (média e desvio

padréo) referente ao periodo de 60 dias para todos os grupos

Tabela 15: Resultados obtidos por Ressonancia do Spin Eletrdnico relativo ao periodo de 60 dias de
todos os grupos de estudo

Borda Centro Borda
Animal Latex PTFE | Controle | Latex PTFE | Controle | Latex PTFE | Controle
1 61,24% 0,00% 10,66% 19,28% 0,00% 0,00% 77,73% 0,00% 9,33%
2 33,78% 0,00% 27,42% 24,86% 0,00% 0,00% 61,62% 0,00% 33,87%
3 49,68% 0,00% 10,36% 6,41% 0,00% 0,00% 44,39% 0,00% 9,64%
Média | 48,23% 0,00% 16,15% 16,85% 0,00% 0,00% 61,25% 0,00% 17,61%
DP 13,78% 0,00% 9,76% 9,46% 0,00% 0,00% 16,67% 0,00% 14,08%
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A figura seguinte ilustra a representacdo grafica dos resultados da tabela
anterior.
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Figura 39 — Razao entre as intensidades dos espectros de RSE referentes a regido de neoformacao
(borda e centro) e 0sso nativo relativo ao periodo de 60 dias, dos grupos A (Latex) e C (controle)
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6 DISCUSSAO

A reconstrugcdo de defeitos 6sseos de grande magnitude é um desafio para
diversas &reas da medicina e da odontologia, principalmente nas especialidades de

cirurgia bucomaxilofacial, periodontia, protese e implantodontia.

Os principios de Regeneracdo Ossea Guiada (ROG ou GTR) estdo bem
estabelecidos no tratamento de defeitos ésseos e procedimentos de aumento do
volume 6sseo. Diferentes tipos de membranas podem ser usadas para se evitar a
colonizag&o do defeito 6sseo por tecido conjuntivo ndo osteogénico. A racionalidade
desta técnica consiste na criacdo de um espaco isolado com o uso da membrana,
onde o codgulo sangliineo e ou o enxerto sdo estabilizados e o tecido epitelial e
conjuntivo tem sua migracdo evitada e as células osteogénicas, de migracdo mais

lenta, podem proliferar, resultando em nova formacgéo éssea.

Neste trabalho, a eficacia da membrana de latex como barreira biologica foi
avaliada e comparada a membrana de PTFE (largamente utilizada na prética clinica)
e a um grupo controle (somente coagulo, sem membrana), objetivando num futuro
proximo oferecer as informacfes necessarias para a selecdo do material derivado do
latex nos procedimentos de Regeneracdo Ossea Guiada. Além de propriedades
mecanicas desejaveis para este tipo de aplicagdo como a elasticidade, flexibilidade e
alta resisténcia, o latex natural apresenta outras vantagens, como nédo ter potencial
para a transmissdo de doengas infecciosas (por ser de origem vegetal), a
capacidade de induzir a angiogénese (ALVES, 2003), o que pode contribuir
positivamente na cicatrizagdo tecidual. Outras aplica¢des in vivo do latex incluem a
reconstrugdo conjuntival em coelhos (PINHO, 2004), Herniorrafia perineal em caes
(PAULO et al, 2005), enxerto em alvéolo dental em ratos (BALABANIAN et al, 2006)
e cobertura e auxilio da fusdo intervertebral em coelhos (OLIVEIRA, 2008). A
biocompatibilidade do latex foi observada por todos estes autores e trata-se de uma
das principais propriedades de um biomaterial para a validagédo do mesmo para uso
em humanos. Mrue et al., 2004 avaliaram a biocompatibilidade do latex polimerizado
com o uso de enxofre, através de implante subcutaneo em ratos e nao observaram

sinais de rejeicdo do tecido hospedeiro. Em humanos, o latex tem sido usado na
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forma de curativo “band-aid” (BIOCURE®), autorizado pela ANVISA, para o

tratamento de Ulceras de pele em pacientes diabéticos.

As membranas de latex utilizadas neste trabalho foram polimerizadas sem
adicdo de aceleradores como carbamatos e enxofre e de substancias anti-oxidativas,
a fim de se evitar reag0Oes alérgicas. Estas reacdes citadas em alguns relatos s&o

atribuidas a estas substancias.

Estudos prévios ja demonstraram a eficdcia da membrana de latex natural
como barreira oclusiva em procedimento de regeneragdo Ossea guiada (ERENO,
2007), porém, para avaliar as vantagens e desvantagens em relacdo a outras
membranas, realizou-se este trabalho comparativo, utilizando-se a membrana de
Politetrafluoretileno (PTFE). Esta membrana é considerada o “Padréo Ouro” ou ‘Gold

Standard” como membrana em ROG.

Membranas de PTFE s&o encontradas em diferentes formas como a
expandida e-PTFE, de estrutura porosa, com reforco de Titanio e, mais
recentemente, com uma camada hidrofilica (BARTEE et al, 2008), o qual
proporciona & membrana uma superficie compativel com a agua, fluidos corporais,

sangue, facilitando a atragéo e a adeséo celular.

Apesar de PTFE néo ser absorvivel (assim como o latex) estudo comparativo
entre 5 tipos de membranas (membrana fascia lata humana, membrana do
pericardio humano, membrana fascia temporalis humana, pericardio bovino e e-
PTFE), realizado por Thomaidis et al., 2008, através de defeito critico mandibular
bilateral em coelhos mostrou que o uso de membrana (todas) produziu uma
regeneracdo 6ssea mais avancada em relagdo ao lado ndo tratado. Além disso, e-
PTFE n&o apresentou diferenga significativa em relagdo a outras membranas

absorviveis estudadas.

Barber et al., 2007 descrevem o uso do PTFE na forma densa d-PTFE e citam
como vantagens em relacdo ao e-PTFE a facilidade na remogéo, que os autores
citam como comparaveis a retirada de suturas cirlrgicas. Segundo estes autores, a
remocédo do e-PTFE pode ser um procedimento extensivo e que pode causar trauma
aos tecidos neoformados. Entretanto, a alta densidade do d-PTFE o faz um material

de facil remocéo, evitando a necessidade de uma segunda cirurgia dificultosa. Além
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disso, a macroporosidade do e-PTFE pode aumentar o risco de colonizagdo por

bactérias, quando a membrana € exposta, 0 que n&o ocorre na forma densa.

Neste trabalho utilizamos o modelo de craniotomia em coelhos para comparar
os efeitos das membranas de latex e de PTFE em relacdo ao grupo controle na
regeneracdo Ossea. Modelos experimentais na calvaria apresentam grande
similaridade com a regido maxilofacial, pois, assim como a mandibula, os ossos do
cranio sdo também constituidos de duas placas corticais preenchidas por 0sso
esponjoso. A craniotomia em calvaria representa um modelo experimental de alta
seletividade para estudos de regeneragdo 6ssea devido ao facil acesso e grande
dificuldade no reparo esponténeo, devido a baixa vascularizacdo e pouco estimulo
mecanico (THALLER et al, 1989, ALBERIUS et al, 1992; Dupoirieux et al, 2001).

O reparo de defeitos € um bom modelo para o estudo da regeneracdo do
0SS0 e possui grande semelhanga com o reparo primario ou direto de fraturas. Ao
contrario destas Ultimas, os defeitos sdo menos sujeitos a fatores mecanicos e a
obstrucbes do aporte sangiineo. O modelo de defeito 6sseo escolhido tem sido
utilizado em muitos experimentos classicos que analisam a influéncia de medidas

cirdrgicas e farmacolégicas para melhorar a regeneracdo 0ssea.

O estudo comparativo foi realizado através de andlises radiogréfica,
histologica, histométrica, e por ressonancia do spin eletrénico, nos periodos de 15,

30 e 60 dias apds a cirurgia.

A analise radiografica foi realizada através do sistema Digora, o qual digitaliza
as imagens e proporciona uma escala de cinzas mais ampla em comparacéo a
radiografia convencional (TAVANO et al, 1999). Qualitativamente, observou-se a
regeneracao 6ssea ocorrendo de forma centripeta a partir do periodo de 30 dias, da
borda ao centro, exceto no grupo controle, onde, na regido da sutura interparietal
observa-se uma area de maior radiopacidade. No periodo de 60 dias observa-se
uma radiopacidade praticamente uniforme nos grupos tratados com membrana
indicando o processo de reparo mais avancado em relacdo ao grupo controle.
Através do histograma de tons de cinza da regido do defeito, esta analise pode ser
realizada quantitativamente. No entanto, devido ao alto desvio padréo encontrado

entre as amostras do mesmo grupo, o0s resultados quando comparados, nao
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apresentaram diferengas estatisticamente significativas (P>0.05). Apesar da
padronizacdo da tomada radiografica das pecas, possivelmente, ha a necessidade

de uma maior padronizacao da andlise digital.

A analise histoldgica revela o processo de regeneracdo 6ssea mais avangada
nos grupos tratados (Latex e PTFE) em relagdo ao grupo controle, em todos os
periodos estudados. Isto demonstra a eficdcia do uso de barreiras mecénicas na
regeneracao 0ssea. Quantitativamente, através da histometria das laminas, pode-se
observar maior grau de maturidade nas amostras do grupo tratado com membrana
de Latex, em relagdo aos demais grupos. A fracdo do volume de osso maduro, na
regido do defeito foi maior no grupo tratado com Latex em relacdo ao grupo controle
nos periodos de 15 e 60 dias (P<0.05) e maior que o de PTFE em todos os periodos
estudados (P<0.05) (figura 32)

A mineralizacao é6ssea foi estudada neste trabalho também por Ressonéncia
do Spin Eletrénico. Tradicionalmente, esta técnica é utilizada para outras aplicacdes
em medicina e biologia, por se tratar de uma técnica espectroscopica capaz de
detectar radicais livres. No estudo de tecidos calcificados, 0 mesmo principio da
dosimetria por RSE em dentes é aplicado, ou seja, a quantificacdo do radical gerado
na matriz mineral do osso e dos dentes (Hidroxiapatita) e foi ja utilizada Dalpino,
2006 e Ereno, 2007 para se estudar a dindmica da regeneracdo Ossea. Neste
trabalho, aos 15 e 30 dias p0s-cirdrgico nédo foi possivel se de utilizar esta andlise
pois a quantidade de tecido mineralizado presente foi insuficiente para se gerar um
sinal de RSE com boa relagdo sinal/ruido. No periodo de 60 dias, as amostras do
grupo tratado com membrana de Latex apresentaram maior grau de mineralizacdo
em relacdo aos demais grupos. J& as amostras do grupo tratado com PTFE néo

apresentaram sinais detectaveis.

E conhecido que as propriedades quimicas e fisicas das membranas, quando
utilizadas como barreiras oclusivas, modificam a evolugédo do processo de reparo
(MARINUCCI et al, 2001). Os resultados encontrados neste trabalho reforcam os
resultados da literatura sobre aplica¢des in vivo do Latex, demonstrando também o

potencial deste material para procedimentos de cicatrizag&o tecidual.
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7 CONCLUSAO

A biomembrana de latex natural atuou efetivamente como barreira oclusiva
em processos de regeneragdo O0ssea guiada, comparativamente a membrana de
PTFE e grupo controle sendo, portanto, considerada um material promissor para

futuros estudos em modelos de cicatrizagdo 6ssea guiada.



REFERENCIAS




Referéncias 81

REFERENCIAS

10.

11.

12.

ALBERIUS P, DAHLIN C, LINDE A. Role of Osteopromotion in experimental
bone grafting to the skull: a study in adult rats using a membrane technique. J
Oral Maxillofac Surg. v. 50, n. 8, p. 829-834, 1992.

ALBERTS, B.;JOHNSON, A.; LEWIS, J.; RAFF, M.; ROBERTS, K.; WALTER,
P. Biologia Molecular da Célula, 4 ed, Porto Alegre: Artmed, 2004.

ALVES, M. C. O. Teste da angiogénese estimulada por membrana de latex
natural. 2003. Dissertacao (Mestrado), Faculdade de Filosofia, Ciéncias e
Letras — USP, Ribeirdo Preto.

BALABANIAN, C. A. C. A. et al. Biocompatibility of natural latex implanted into
dental alveolus of rats. Journal of Oral Science, v. 48, n. 4, p. 201-205, 2006.

BARBER, HD; LIGNELLI J; SMITH, BM; BARTEE, BK. Using a dense PTFE
membrane without primary closure to achieve bone and tissue regeneration. J
Oral Maxillofac Surg. v.65, n.4, p.748-752, 2007

BARTEE, CM, BARTEE, BK. Guided tissue regeneration membrane for use in
repairing bone defects,comprises PTFE sheet having hydrofilic portion which
renders membrane surface compatible with water, body fluids, blood and
agueous soluitons. Patent number US2008133010-A1, 2008-09-09

BERNARDES, M. S. Sangria da Seringueira. 2 ed, Cap 16, Piracicaba, 2000.

BOSCH, C.; MELSEN, B.; VARGERVIK, K. Guided Bone Regeneration in
Calvarial Bone Defects Using Polytetrafluoroethylene Membranes. Cleft Palate
Craniofac J., Denmark, v. 32, n. 4, p. 311-317, Jul, 1995.

BOSTROM, M. P.; CAMACHO, N. P. Potential role of bone morphogenetic
proteins in fracture healing. Clin Orthop Relat Res., United States, 355 Suppl,

p. 274-282, Oct, 1998.

CARACELLLI, I.; TERRILE, M. C.; MASCARENHAS, S. Electron-spin-resonance
dosimetric properties of bone. Health Physics, v. 50, n. 2, p. 259-263, 1986.

CARRANZA, F. A;; NEWMAN, M. G.; TAKEI, N. N. Periodontia Clinica. 9 ed,
Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2004.

CATANZARO - GUIMARAES, S. A. Possibility to reforce bone repair with
decalcified dentin matrix. Jahrbuch Fur Orale Implatologie, Berlin,
Quintessence Verlags — GmbH, p. 33-34, 1993.



Referéncias 82

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

CATANZARO GUIMARAES S. A. et al. Autogenous desmineralized dentin
matrix for tissue engineering applications : radiographic and histomorphometric
studies. Int. J. of Oral and Maxilofacial Implants, v. 17, n. 4, 2002.

CATANZARO GUIMARAES S. A. et al. Histologic evaluation of the
osteoinductive property of autogenous demineralized dentin matrix on surgical
bone defects in rabbit skrulls using humam amniotic membrane for guided bone
regeneration. Int. J. of Oral and Maxilofacial Implants, v. 16, n. 4, 2001.

CATANZARO GUIMARAES S. A. et al. Osteogenic potential of autogenic
demineralized dentin implanted in bony defects in dogs. Int J Oral
Maxilofacial Surg, 1986; 15(2): 160-69.

DAHLIN, C. A origem cientifica da regeneragdo 0ssea guiada. In: BURSER,
D.; DAHLIN, C.; SHENK, R. Regeneracdo 6ssea guiada na implantodontia.
S&o Paulo: Santos, 1996. p. 31-48.

DAHLIN, C. et al. Healing of bone defects by guided tissue regeneration. Plast
Reconstr Surg., United States, v. 81, n. 5, p. 672-676, May, 1988.

DAHLIN, C. et al. Healing of maxillary and mandibular bone defects using a
membrane technique. An experimental study in monkeys. Scand J Plast
Reconstr Surg Hand Surg., Sweden, v. 24, n. 1, p. 13-19, 1990.

DAHLIN, C. et al. Restoration of mandibular nonunion bone defects. An
experimental study in rats using an osteopromotive membrane method. Int J
Oral Maxillofac Surg., Denmark, v. 23, n. 4, p. 237-242, Aug, 1994.

DAHLIN, C.; ALBERIUS, P.; LINDE A. Osteopromotion for cranioplasty. An
experimental study in rats using a membrane technique. J Neurosurg.,
Sweden, v. 74, n. 3, p. 487-491, Mar, 1991.

DALPINO, G. B. O emprego da Ressonéancia do Spin Eletrénico como
técnica auxiliar na determinac&o do grau de mineralizagdo do 0sso
neoformado em modelos de cicatrizagdo 6ssea guiada. 2006. 104f.
Dissertagao (Mestrado em Biologia Oral) - Universidade do Sagrado Coragéo,
Bauru.

DUPOIRIEUX L, et al. Comparative study of three different membranes for
guided bone regeneration of rat cranial defects. Int J Oral Maxilofacial Surg
2001; 30:58-62.

DUPOIRIEUX L, POURQUIER D, PICOT MC, NEVES M. Comparative study of
three different membranes for guided bone regeneration of rat cranial defects.
Int J Oral Maxillofac Surg 2001; 30(1):58-62.

ERENO, C. Estudo radiografico digitalizado comparativo das membranas de
poliuretano e politetrafluoretileno em neoformacéo 6ssea. In: 232 REUNIAO
ANUAL DA SBPqO, 2006, Atibaia. Brasilian Oral Research, 2006. p. 89.



Referéncias 83

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

ERENO, C. O uso do Latex Natural como Barreira oclusiva na regeneracgao
O0ssea guiada em defeitos criticos na calvaria de coelhos. 2007, 116f.
Dissertacao (Mestrado em Biologia Oral) - Universidade do Sagrado Coragéo,
Bauru.

FRAME, J. W. A convenient animal model for testing bone substitute materials.
J Oral Surg., United States, v. 38, n. 3, p. 176-180, Mar, 1980.

FRIEDENSTEIN, A. J. Precursor cells of mechanocytes. Int Rev Cytol.,
United States, v. 47, p. 327-359, 1976.

GARG, A. K. Bone - Biology, Harvesting, Grafting for Dental Implants,
lllinois, Quintessence Publishing Co, Inc, 2004.

GOSAIN, A. K.; SONG, L.; YU, P.; MEHRARA B.J.; MAEDA C.Y.; GOLD, L.L;
LONGAKER, M.T. Quantitative assessment of cranial defect healing and
correlation with the expression of TGF-beta. Plastic Reconstr Surg., v. 12, n. 4,
p. 401-4, jul, 2001.

HARDWICK, R. et al. Parametros utilizados no formato da membrane para
regeneracao 0Ossea guiada da crista alveolar. In: BUSER, D.; DAHLIN, C;
SHENCK, R.K. (Ed) Regeneracdo 0ssea guiada na implantodontia. S&o
Paulo, Quintenssence, 1996. p.101-36.

HJORTING-HANSEN, E.; ANDREASEN, J. O. Incomplete bone healing of
experimental cavities in dog mandibles. Br J Oral Surg., Scotland, v. 9, n. 1, p.
33-40, Jul, 1971.

HOLLINGER,J.;WONG,M.E. The integrated processes of hard tissue
regeneration with specil emphasis on fracture healing. Oral Surg Oral Med
Oral Pathol Oral Radiol Endod.,v. 82, n.6, p. 594-606, Dec, 1996.

JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, J. Histologia Basica. 10 ed. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan, 1999.

KABAN, LB; GLOWACKI, J. Induced osteogenesis in the repair of experimental
mandibular defects in rats. J Dent Res, v. 60, n. 7, p. 1356-64, jul,1981.

KATCHBURIAN, E.; ARANA, V. Histologia e embriologia oral. S&o Paulo:
Medicina Panamericana, 1999. p. 39-76.

KINOSHITA. A. et al. ESR dosimetry of Sr-89 and SM-153 in bone. Applied
Radiation and Isotopes, v. 54, n. 2, p. 269-274, 2001.

LEGERS, R. Z. Properties of osteoconductive biomaterials: calcium
phosphates. Clin Orthop Relat Res., United States, n. 395, p. 81-98, Feb,
2002.



Referéncias 84

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

LUNDGREN, A.; LUNDGREN, D.; TAYLOR, A. Influence of barrier
occlusiveness on guided bone augmentation. An experimental study in the rat.
Clin Oral Implants Res., Denmark, v. 9, n. 4, p. 251-260, Aug, 1998.

MANN, F.A.; PAYNE, J.T. Bone healing. Seminars in Vet Med Surg., United
States, v. 4, n. 4, p. 312-321, Nov, 1989.

MARINUCCI, L; LILLI, C; BARONI, T; BECCHETTI, E; BELCASTRO, S;
BALDUCCI, C; LOCCI, P. In Vitro Comparison of Bioabsorbable and Non-
Resorbable Membranes in Bone Regeneration. J Periodontol, v. 72, n.6, p.
753-759, 2001.

MASCARENHAS, S.; HASEGAWA, A.; TAKESHIT, K. EPR Dosimetry of
bones from hiroshima A-bomb site. Bulletin of the American Physical
Society, v. 18, n. 4, p. 579, 1973.

MELCHER, A. H. Role of the periosteum in repair of wounds of the parietal
bone of the rat. Arch Oral Biol., England, v. 14, n. 9, p. 1101-1109, 1969.

MELCHER, A. H.; DREYER, C. J. Protection of the blood clot in healing
circunscribed bone defects. J. Bone Joint Surg., v. 44, n. 2, p. 424-430, 1962.

Melcher, A.H. On the repair potential of periodontal tissues. Journal of
Periodontology, vol 47, number 5: 256-260, 1976.

MRUE, F , J.COUTINHO-NETTO, R.CENEVIVA, J.J. LACHAT, J.A.
THOMAZINI and H. TAMBELINI, Mater. Res. 7(2) (2004) 277

MRUE, F. Substituicdo do esofago cervical por prétese biossintética de
latex. Estudo experimental em cées. 1996. Tese (Doutorado). Ribeirdo Preto:
Universidade de S&o Paulo; Ribeirdo Preto.

MURRAY, G. , ROSCHALAU, W. Experimental and clinical study of new
growth of bone in a cavity. Amer J Surg 1957; 93: 385.

MURRAY, G.; HOLDEN, R.; ROSCHLAU, W. Experimental and clinical study
of new growth of bone in a cavity. Am J Surg., United States, v. 93, n. 3, p.
385-387, 1957.

NYMAN, R. et al. Membrane-guided bone regeneration. Segmental radius
defects studied in the rabbit. Acta Orthop Scand., England, v. 66, n. 2, p. 169-
173, Apr, 1995.

NYMAN, S. Bone regeneration using the principle of guided tissue
regeneration. J Clin Periodontol., Sweden, v. 18, n. 6, p. 494-498, Jul, 1991.

NYMAN, S., et al. New attachment following surgical treatment of human
periodontal disease. J Clin Periodontol., Sweden, v. 9, n. 4, p. 290-296,
1982bh.



Referéncias 85

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

NYMAN, S., et al. The regenerative potential of the periodontal ligament. An
experimental study in the monkey. J Clin Periodontol., Sweden, v. 9, p. 257-
265, 1982a.

OGISO B, HUGHES FJ, MELCHER AC, McCULLOCH CAG. Fibroblasts inhibit
mineralized bone nodule formation by rat bone marrow stromal cells in vitro. J
Cell Physiol 1991; 146(3): 442.

OGISO, B. et al. Fibroblasts inhibit mineralised bone nodule formation by rat
bone marrow stromal cells in vitro. J Cell Physiol, Canad4, v. 146, n. 3, p.
442-450, Mar, 1991.

OLIVEIRA, F.A.F. O uso de membrana de Latex natural como cobertura e
auxilio da fuséo intervertebral lombar. 2008. 70f. Dissertacdo (Mestrado em
Biologia Oral) - Universidade do Sagrado Coracao, Bauru.

PINHO, E. C. C. M. et al. Uso experimental da biomembrana de latex na
reconstrugao conjuntival. Arq. Bras Oftalmol., Brasil, v. 67, p. 27-32, 2003.

SADER, S. L. et al. Substituicdo parcial do pericardio de cdes por membrana
de latex natural. Rev Bras Cir Cardiovasc, Brasil, v. 15, p. 338-44, 2000.

SAKATA, M. M. et al. Estudo da interacdo polimero/carilagem/osso utilizando
poli (acido latico — co — &cido glicolico) e poli (p-Dixonona) em céndilo femural
de coelhos. Polimeros: Ciéncia e Tecnologia, vol. 14, n° 3, p. 176-180, 2004.

SCHENK, R. K. Bone Regeneration Biologic Basis. In: BUSER, D.; DAHLIN,
C.; SCHENK, R. K. Guided bone regenerations in implant dentistry.
Chicago: Quintessence, p. 49-100, 1994.

SCHMITZ, J. P. et al. Characterization of rat calvarial nonunion defects. Acta
Anat, Switzerland, v. 138, n. 3, p. 185-192, 1990.

SCHMITZ, J. P.; HOLLINGER, J. O. The critical size defect as an experimental
model for craniomandibulofacial nonunions. Clinical Orthopaedics and
Related Research, United States, n. 205, p. 299-308, Apr, 1986.

STRIETZEL, F. P. et al. Healing pattern of bone defects covered by different
membrane types--a histologic study in the porcine mandible. J Biomed Mater
Res B Appl Biomater., United States, v. 78, n. 1, p. 35-46, Jul, 2006.

SZACHOWICZ, E. H. Facial bone wound healing. An overview. Otolaryngol
Clin North Am., United States, v. 28, n. 5, p. 865-880, Oct, 1995.

SWEENEY, TM; OPPERMAN, LA; PERSING, JA, OGLE, RC. Repair of critical
size rat calvarial defects using extracellular matrix protein gels. J Neurosurg, v.
83, n. 4, p. 710-5, oct, 1995.



Referéncias 86

65.

66.

67.

TAVANO, O. et al. Estudo da densidade radiografica digital do tecido osseo
face ao implante do polimero de mamona em coelhos. Revista da FOB, Brasil,
V. 7,n. 34, 1999.

Thaller SR, Kim JC, Kawamoto HK. Calvarial bone graft donor site : a
histological study in a rabbit model. Ann Plast Surg 1989; 23(5):390-395.

THOMAIDIS, V; KAZALOS, K; LYRAS, DN, DIMITRAKOPOLULOS, I,
LAZARIDIS, N; KARAKASIS, D; BOTAITIS, S; AGROGLANNIS, G.
Comparative study of 5 different membranes for guided bone regeneration of
rabbit mandibular defects beyound critical size. Med Sci Monitor v.14, n.4, p.
BR67-BR73, 2008.



ANEXO




Anexo 88

PRPPG

Pro-reitoria
de Pesquisa e
Pos-graduacio

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Protocolo n® 14/07

Titulo do Projeto: “Estudo comparativo entre membrana de latex e membrana de
politetrafluoretileno (PTFE) na regeneragdo de defeitos dsseos”

Pesquisador (a) Responsavel: Prof.* Dr.* Angela Mitie Otta Kinoshita

Comité de Etica:

O CEP analisou, baseado em parecer competente, o presente projeto e o considerou

aprovado.

Data: 29/3/2007

Assinatura do Presidente:

T

A ey

rd

, % : of. Dr. Marc,qu da Cunha Lopes Virmond



