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RESUMO

A Fibronectina € uma glicoproteina presente na superficie celular e com influéncia
na osteogénese. Este estudo objetivou avaliar a fibronectina na reparacao 0ssea de
defeitos na calvaria de ratos, utilizando a membrana de Allumina por meio de
analises histolégica e imunoistoquimica. Para essa avaliacdo, foram utilizadas
coloragdo HE para a andlise histolégica e reacdo imunoistoquimica para a marcacao
da fibronectina. Vinte e quatro ratos foram divididos em dois grupos de 12 animais e
eutanasiados aos 30 e 60 dias. Foram realizados dois defeitos de 2mm de diametro
na calvaria de cada animal (lado controle e lado experimental). No lado
experimental, a membrana foi adaptada sobre o defeito; no lado controle, apenas o
preenchimento do defeito com coagulo sanguineo. Foram observados
biocompatibilidade da Allumina®, maior maturacao 6ssea no grupo experimental em
relacdo ao controle. No grupo experimental, a presenca da membrana aumentou a
expressao de fibronectina; o grupo de 30 dias apresentou maior expressao de
fibronectina; houve neoformacédo d6ssea além do envelope esqueletal em alguns
casos do grupo experimental, e o defeito de 2 mm, bicortical, mostrou ser um defeito
critico.



ABSTRACT

Fibronectin is a glycoprotein found at cell surface, which takes part in Osteogenesis.
The aim of the present study was to evaluate fibronectin in healing patterns of rat
calvarial bone defects using Allumina membrane. Histologic (hematoxylin-eosin) and
imunohistochemical analyses for fibronectin targeting were performed. Twenty four
rats were divided into two groups of twelve and were euthanized at 30 or 60 days.
Bilateral calvaria defects with 2mm of diameter were produced in each animal
(experimental and control side). At the experimental side, the Allumina membrane
was adapted over the defect; at the control side, the defects were filled only with
blood clots. Biocompatibility of Allumina Membranes was noted, as well as improved
bone maturation at the experimental side. Fibronectin expression was enhanced by
the presence of the membrane (experimental group); higher fibronectin expression
was observed for the 30-day group. Bone neoformation beyond the esqueletal flap
was seen in some cases of the experimental group and the 2 mm defect, biocortical,
has shown to be critical.
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1 INTRODUCAO

Na Implantodontia, assim como em outras areas da Odontologia,
considera-se a quantidade e qualidade O6ssea adequadas para a reabilitagdo do
paciente. Quando ha deficiéncia 0ssea, recorre-se a aplicacdo de técnicas para
aumento desse tecido, entre estas, a regeneragao tecidual guiada (RTG) e a

regeneracao 0ssea guiada (ROG).

A partir dos trabalhos de Nyman et al. (1982) e Dahlin et al. (1989), foram
definidos os termos RTG, para tratamentos de defeitos periodontais e, ROG, para

defeitos 6sseos ndo periodontais.

O principio da ROG é melhorar as condicbes para a instalacdo dos
implantes, favorecendo a estética e o aumento dos rebordos alveolares. Os
pioneiros dessa técnica, Campbell & Basset, em 1956, descreveram a aplicacédo
clinica de barreiras fisicas por meio do uso de filtros laboratoriais (Millipore Filter) no
tratamento cirdrgico de lesbes em nervos periféricos, isolando as extremidades

lesadas e formando um tunel para se evitar a formacgéo de neuromas.

Além das regeneracdes, foram iniciados, nos ultimos anos, varios estudos
sobre os componentes da matriz extracelular e seu comportamento na fisiologia dos
tecidos. Os componentes da matriz extracelular sdo muito importantes na regulacéo
do comportamento celular durante o desenvolvimento embrioldgico dos tecidos, bem

como na manutencéo das fungées normais e na patologia.

No 0sso0, a importancia da matriz extracelular na regulacdo das células foi
durante muito tempo ofuscada pelo fato de que o seu conteddo mineral cumpre a

principal funcdo do o6rgéo, isto €, proporcionar um rigido suporte para os tecidos
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moles.

Como varios estudos ja demonstraram que a Allumina® é biocompativel,
utiizamos esta para a verificacdo da neoformacdo Ossea e a marcacdo da

glicoproteina fibronectina em defeitos 6sseos na calvéaria de ratos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A Regeneracdo Ossea Guiada

O principal obstaculo para a regeneracdo dos tecidos mineralizados € a

formacédo mais r4pida de tecido conjuntivo, quando comparada a osteogénese.

Melcher & Dreyer, em 1962, publicaram a importancia da preservacéo do
coagulo para a regeneragdo tecidual, utilizando uma barreira limitante durante o
processo de cicatrizagdo para protecdo. Com isso, descreveram as vantagens de
utilizar as membranas artificiais para protecdo, conformagédo e estabilizacdo do

coagulo e contra a invaséo de células indesejaveis.

Gottlow et al. em 1984, obtiveram, em um estudo realizado em macacos,
nova insergéo periodontal com formacao de cemento e ligamento periodontal sobre
raizes previamente expostas, desnudadas e sujeitas ao biofilme dental. As raizes
foram preparadas e a cicatrizagcdo controlada por intermédio do isolamento com
membranas de acetato de celulose (Millipore Filter, type GS: Millipore SA, 67
Monshein, France) ou polifluortetraetileno expandido (PTF-E Gore-Tex. W.L. Gore &

Ass. Inc., Flagstaff, Arizona, USA).

Em 1988, Dahlin et al. relataram um estudo em ratos, no qual foi
produzido um defeito 6sseo bilateral na mandibula. No lado controle, nada foi feito a
nao ser a reposicédo do retalho. No lado teste, foi realizada a cobertura do defeito
com membrana PTF-E (Gore-Tex). Os resultados obtidos pelas andlises
microscoépicas e histomorfométricas mostraram que nos defeitos protegidos ocorreu

osteogénese completa apds seis semanas, enquanto no grupo controle houve
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invasdo de tecido conjuntivo fibroso e, em alguns, apenas pequeno crescimento

0sseo nas margens do defeito, diminuindo seu diametro.

Devido as diferencas de velocidade de divisdo e de diferenciagéo celular
dos diferentes tecidos, o tecido conjuntivo frouxo e o tecido epitelial competem com
vantagem com 0 0SSO ou com outros tecidos, como o ligamento periodontal, por
exemplo, e impedem a regeneracdo destes ultimos (Campbell, Basset, 1956;

Melcher, Dryer, 1962; Boyne, 1964, 1969; Nyman et al., 1982; Lang et al., 1997).

Sabe-se, por meio de experimento in vitro, que os fibroblastos, além de
ocuparem 0 espaco da célula 6ssea, produzem um ou mais fatores inibitorios da

osteogénese e da diferenciacéo celular 6ssea (Ogiso et al., 1991).

A exclusado de tecidos indesejaveis da regidao onde se deseja formar um
tecido especifico é o principio basico da regeneracdo guiada. O objetivo é permitir
gue apenas células com capacidade regenerativa tenham acesso a regido (Lang et

al., 1997).

No caso do tecido 0sseo, essa exclusdo € feita naturalmente pelo
periosteo (Walter et al., 1995) ou, artificialmente, por barreiras intencionalmente

aplicadas.

Schimtz et al. (1990) analisaram, por microscopia de luz e eletrbnica de
transmissédo, o reparo de defeitos dsseos na calvaria de ratos com didmetros de 3,
4, e 8 mm. Os autores relataram que apenas os defeitos de 3 e 4 mm regeneraram,
apresentando maior formacdo éssea. No defeito de 8 mm, observou-se apenas a
formacéo 6ssea, na periferia da lesdo, enquanto na regido central formou-se uma

unido nao 6ssea de tecido conjuntivo fibroso.
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A técnica da Renegeracdo Ossea Guiada (ROG) baseia-se no principio
de que os diferentes componentes celulares do tecido tenham indices variados de
migracdo durante o reparo 0sseo. Por intermédio da colocacdo de uma barreira
fisica sobre o defeito, células indesejaveis sdo excluidas do local a sofrer
reparo,com a proliferacdo das células osteoprogenitoras favorecida. A associagao
das barreiras fisicas aos materiais de preenchimento parece favorecer os resultados

da ROG e os efeitos dos materiais de preenchimento (Linde et al., 1993).

O processo regenerativo do tecido 6sseo pode ainda ser conduzido além
das fronteiras do osso, isto €, além da sua forma original; basta que se criem
condicoes fisioldgicas para tal (Kostopoulos, Karring, 1994; Lundgren et al., 1995;

Lioubavina et al., 1999).

Lundgren et al. (1995) utilizaram uma barreira de titanio oclusiva (cupula)
para saber se a regeneracdo 0Ossea poderia ser observada fora das estruturas
esqueletais naturais de coelhos. A barreira oclusiva foi posicionada na calota
craniana, abaixo do periosteo de trés coelhos. Dessa maneira, foi criado um espaco
fechado que se limitava somente com o tecido 6sseo adjacente. ApGs a fase de
cicatrizacdo de trés meses, as amostras foram sacrificadas e a regido teste foi para
avaliacdo histolégica. Os resultados mostravam um preenchimento do espaco
deixado pela barreira (cupula) sem interferéncia de outros tipos de tecidos. Este
estudo mostrou que a utilizacdo de uma barreira oclusiva, firme e estavel, levava a

uma regeneracao 0ssea confidvel até mesmo em locais onde nunca existiu 0Sso.

Para Buser et al. (1993), a membrana PTFE-e é do tipo ndo absorvivel. A
estrutura dessa membrana ndo permite a penetracdo de células pela membrana,
que é um fator importante para o seu sucesso como barreira fisica. InUmeros

estudos experimentais em animais demonstraram que o material da membrana é
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bioinerte e permite a integracdo tecidual sem complicacdo, uma vez que se pode
obter a cicatrizagdo submersa sem o contato direto com a cavidade oral. Para
indicacdes periodontais, o uso de membranas absorviveis pode ter a vantagem de
se evitar um segundo procedimento cirdrgico para a sua remocdo. Entretanto, para
0s autores, o uso de membranas absorviveis para indicagbes implantares nao
oferece essa vantagem, uma vez que 0s sitios cirargicos precisam ser reabertos de
gualquer forma, tanto para a conexao do abutment (abordagem simultanea) quanto
para colocacdo do implante (abordagem em etapas). Portanto ha duvidas sobre a

vantagem das membranas absorviveis sobre as nédo absorviveis.

Kawahara et al. (1980) usaram a alumina cristalina simples (Al203), que
tem boa resisténcia mecanica. Ficou comprovado por meio de teste de cultura de
tecidos, em experiéncias com animais e observagdes clinicas, que a alumina é um

excelente material biocompativel.

Ling (1998) afirmou que a RTG com uma membrana nao reabsorvivel
poderia ser usada para o tratamento de varias lesdes tendo um papel importante na

implantodontia e estética.

Em 1993, Cruz et al. desenvolveram a membrana de 6xido de aluminio
(Allumina®) como barreira fisica, ndo reabsorvivel, para RTG e ROG. Essa
membrana apresenta caracteristicas de biocompatibilidade, histofilia, inocuidade,
passividade, isolamento, rigidez, resisténcia. Os autores ainda concluiram que nao
obtiveram resultados negativos nos procedimentos clinicos utilizando a membrana.
Essas membranas sao utilizadas em 3 espessuras diferentes: 0,030 mm, 0,060 mm
e 0,10 mm, denominadas fina, média e grossa, com témpera zero. O tratamento de

superficie é do tipo SLA (sandblasted large particles + acid attack), isto é,
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jateamento com particulas grandes mais ataque acido, usando veiculo para o

jateamento, o 6xido de aluminio em uma granulagédo de 125 um.

O 6xido de aluminio é produzido industrialmente por meio da calcinagcéo
do hidroxido de aluminio, obtido a partir da purificagdo da bauxita. Por se tratar de
um material sintético, o 6xido de aluminio apresenta elevada consisténcia quimica e
granulométrica, particularmente quando comparado com as fontes naturais de 6xido
de aluminio. Segundo o0 mesmo autor, a Allumina® compde-se de um nucleo de
aluminio comercialmente puro (99,35% minimo) e da superficie de Al,O3 com
99,48% de composicdo minima. E um material ceramico com caracteristicas fisico-
quimicas de biocompatibilidade semelhantes ao Oxido de titdnio e ao Oxido de
tantalo. Esses materiais, ao serem obtidos, formam espontanea e rapidamente uma
espessura de 6xido que varia de 3 a 5 um a temperatura ambiente. Babbush et al.
(1987) e Jaef et al. (1987) descreveram que esses Oxidos, como compostos
ceramicos, possuem propriedades como inércia quimica a corrosdo, constante
elétrica alta, capacidade de adsor¢cdo de biomoléculas, diferenca de potencial
elétrico baixa e atividade catalisadora, que compdem um conjunto necessario a

biocompatibilidade.

Albrektsson et al. (1986) e Branemark et al. (1985) comprovaram a
biocompatibilidade da alumina em crescimento &ésseo, crescimento de tecidos

epiteliais como epitélio juncional, implantes, cAmaras implantadas, etc.

Germain et al. (2003) descreveram que as particulas de alumina,
clinicamente relevantes, nao reduziram a viabilidade dos fibroblastos. Os resultados
sugeriram que as particulas nanométricas da alumina pudessem ser citotoxicas se

os suficientes volumes incorporassem nas células, possivelmente devido a liberacao
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do ion. Porém a alumina esta normalmente em um estado de particulas grandes e o

material é estavel.

A citotoxidade da alumina foi avaliada também por Epure et al. (2007). Os
produtos da degradacdo eram menos toxicos em baixas concentracdes do extrato
(10, 50%) do que na concentracdo 100%. A viabilidade da célula foi influenciada
pelo tamanho da particula de oOxido. Oliveira et al. (1999) avaliando a RTG,
utilizaram a barreira fisica de 6xido de aluminio para observar a eficacia da mesma
no tratamento de lesbes de furca do tipo classe Il em molares inferiores de
humanos. Por meio desse estudo, péde-se concluir que a membrana de 6xido de
aluminio mostrou-se eficaz no tratamento de lesGes de furca do tipo classe Il em

molares inferiores.

Majluf et al. (2001) investigaram o comportamento da membrana de 6xido
de aluminio (Allumina®), ao ser inserida por um periodo de seis meses, apés a
exodontia dos terceiros molares inferiores, em sete pacientes. Foram realizadas
radiografias de analise digitais de imagens (morfometria) com a finalidade de se
medir a densidade 6ssea. Concluiram que a Allumina® cumpriu as fungbes de
barreira artificial, biocompatibilidade e promoveram uma significativa melhora no

rebordo alveolar.

Diotto (2007) constatou que a membrana de Allumina® cria condi¢cbes
favoraveis para ROG, ndo causando reac¢des imunofisiolégicas de corpo estranho
aos tecidos, evidenciando boa biocompatibilidade. O atual trabalho segue alguns
métodos deste Ultimo, porém avalia, além da ROG utilizando membrana de alumina,

a marcacao de fibronectina em reac¢do imunoistoquimica.
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2.2 As proteinas de adeséo

A habilidade de contato intercelular constitui um marco na evolucdo de
organismos multicelulares. Proteinas da superficie celular proporcionam interacdes
entre células similares, possibilitando que populacdes celulares formem diferentes

tecidos e 6rgaos.

O principal componente da matriz organica dos tecidos mineralizados de
origem mesodérmica é o colageno, que no 0sso representa aproximadamente 90%

da matriz organica (Noda, 1993).

Assim, acredita-se que as proteinas ndo colagenas sejam as principais
responsaveis pelas propriedades exclusivas que distinguem os Vvarios tecidos

mineralizados entre si (Sommer et al., 1996).

Elas parecem também ter um papel importante na diferenciacdo e na
atividade das células Osseas (Nefussi et al., 1997), além de participarem no

processo de mineralizagao (Boskey, 1998).

As proteinas ndo colagenas do tecido 6sseo tém sido cada vez mais
estudadas, com o objetivo de conhecer os minuciosos detalhes da biologia do 0sso

e, assim, entender os mecanismos envolvidos nas suas patologias.

A existéncia de componentes ndo-colagenos foi primeiramente postulada
por Herring na década de 1960 e, desde entdo, eles tém sido vastamente
pesquisados (Robey, 1999). Essas moléculas ndo colagenas formam os restantes
dos 10% da matriz organica 6ssea e sao representados pelas fosfoproteinas (Noda,

1993; Aubin, 1998; Katchburian, Arana, 1999).

As proteinas mais abundantes da matriz organica, depois do colageno |I,

sdo a osteonectina, a osteopontina, a sialoproteina 6ssea e a osteocalcina (Noda,
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1993; Sommer et al., 1996; Nefussi et al., 1997; Sasano et al., 2000). Elas
aparecem em diferentes estagios da osteogénese e se relacionam com a
diferenciacdo osteoblastica, com a regulacdo do processo de mineralizacdo e
mesmo com a reabsor¢cdo Ossea. Algumas dessas proteinas, tipicamente a
osteocalcina e a sialoproteina 0ssea sdo, em esséncia, exclusivas dos tecidos
mineralizados, enquanto outras, como a osteonectina e a osteopontina, ttm uma

distribuicdo mais geral (Sodek, Mickee, 2000).

A fibronectina e a tenascina sdo também importantes durante a
embriogénese do tecido 0sseo e 0 processo de reparo, participando da regulacao
desses dois eventos. Além de promoverem agregacdo celular, essas moléculas
proteicas elaboram juncbOes especializadas que estabilizam as ligacbes

intercelulares, facilitando a comunicagéo entre células adjacentes.

As células animais ainda secretam uma malha complexa de
glicoproteinas - a matriz extracelular - que possui funcdo de suporte e funciona
como importante reservatorio de informa¢des que influenciam no comportamento

celular (Lodish et al., 1978).

As interacbes entre ceélulas e matriz extracelular (MEC) participam
diretamente do controle da diferenciagdo celular, morfogénese, proliferacao,
migracdo e, dessa forma, exercem impacto nos processos de embriogénese,
cicatrizagcdo e inflamacéo (Jones, Walker, 1999; Salvoni, 2006). Essa integracéo é
parcialmente mediada por moléculas de adesdo da familia das integrinas (Hynes,

1992).

As integrinas foram originariamente caracterizadas como moléculas de

adesdao responsaveis pela ancoragem de células a matriz extracelular, porém sabe-
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se hoje que essas moléculas também estdo envolvidas na dindmica de processos
fisiologicos e patolégicos como na transducdo de sinais que altera o “status”

fenotipico e comportamental das células (Hynes, 1992).

As interacdes adesivas entre célula e matriz extracelular sdo mediadas
por receptores especificos da membrana celular e as integrinas representam ser o

receptor de maior importancia destas interagdes (Hynes, 1992; Crivelini et al., 1997).

A fibronectina é uma glicoproteina de alto peso molecular presente na
superficie celular da matriz do conjuntivo e no plasma. E uma das moléculas
adesivas mais conhecidas e tem a capacidade de ligar-se ao colageno, ao
fibrinogénio, a actina, as diversas glicosaminoglicanas, estafilococos e células

eucaridticas (Ruoslahti, 1981).

A fibronectina e sua inter-relagdo com receptores de integrinas parecem

ter papel importante em processos fisioldgicos e patoldgicos.

Na cicatrizagdo, a fibronectina e suas interagdes com integrinas exercem
papel impar na adesdo de plaguetas a matriz danificada de colageno, além de
facilitar a migracdo e a adeséo de fagocitos e viabilizar a matriz para a proliferacédo

celular.

A fibronectina ainda parece estar relacionada ao aumento da aderéncia e
da quimiotaxia, auxiliando na manutencdo da estrutura do citoesqueleto. E
importante na neovascularizacdo, estimulando a migracdo de células endoteliais e
servindo de guia para o movimento de células epiteliais através do tecido de

granulacao.
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A fibronectina também tem sua importancia nos processos de
embriogénese, de regeneracdo de fibras nervosas e de migracdo de células (Mohri,

1996).

A ligacao de fibronectina e da tenascina as moléculas de colageno l e Il é
muito importante na biologia 6ssea, uma vez que essas moléculas nao colagenas
parecem desempenhar um papel na coordenacdo da migracdo, interagdo e

diferenciacdo dos precursores osteoblasticos in vivo e in vitro (Mackie et al., 1987).

As fibronectinas compreendem uma familia de glicoproteinas diméricas
multifuncionais envolvidas na adeséo célula-célula e de célula-matriz extracelular, de
migracéo celular, de manutencdo da morfologia celular normal, de organizacédo do
citoesqueleto, de diferenciacao e transformacédo celular (Koukoulis et al., 1993). A
integrina a5B1 é o receptor especifico da fibronectina na maioria dos tipos celulares.
As interacbes da fibronectina com esta integrina mediam respostas celulares de
migracéo, recrutamento do citoesqueleto e da matriz extracelular (Akiyama et al.,
1995). Suas funcbes adesivas ndo se resumem a manutencdo da ancoragem

celular & matriz.
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3 PROPOSICAO

O objetivo deste trabalho foi analisar, histologicamente, a reparagao
0ssea e a expressao imunoistoquimica da glicoproteina fibronectina em defeitos na

calvaria de ratos associados a ROG com membrana de Allumina®.
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4 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi submetido a avaliagdo do Comité de Etica em Pesquisa
do Centro de Pesquisas Odontoldgicas Séo Leopoldo Mandic, tendo sido aprovado

sob protocolo n°07/222 (Anexo A).

Foram utilizados 24 ratos machos adultos da linhagem Wistar, Rattus
Norvegicus Albinus, procedentes do Biotério da UNIFAL (Universidade Federal de
Alfenas - MG), entre 400 e 500 gramas. Os animais foram mantidos em gaiolas,
sendo quatro por gaiola, tratados com agua filtrada, autoclavada e clorada, com

racdo industrial, sem complemento ou dieta especifica.

Os ratos foram divididos em dois grupos de 12 animais para 30 e 60 dias.

No grupo de 30 dias houve ébito de um animal no periodo experimental.

Foram realizadas duas perfuracdes, uma em cada lado da calvaria e um
sorteio para definir o lado de cada animal: o controle (LC) e o lado experimental, ou

seja, com a membrana (LE) (figuras 1b e 1d).

Os experimentos foram realizados com os animais em jejum de 12 horas

e restricdo hidrica de duas horas antes do procedimento cirurgico.

Os ratos foram anestesiados com cloridrato de quetamina a 5%
(Dopalen® Vetbrands, Jacarei - SP. Brasil) e cloridrato de xilazina a 2% (Rompun®
Bayer, Sdo Paulo - SP, Brasil), via injecdo intramuscular, sem imobilizagdo. Os
animais tiveram seus pesos aferidos em balanca digital para adequacgéao das doses

anestésicas com base nos seguintes calculos:

a) cloridrato de xilazina a 2% (anestésico e analgésico): 6 mg/kg de peso;



25

b) cloridrato de quetamina a 5% (anestésico): 70 mg/kg de peso;

Os animais receberam, por injecéo intramuscular, Pentabiotico® (Bayer,

Séo Paulo, SP, Brasil), na dose de 0,01 ml por animal.

As incis@es lineares, na linha média da calvaria dos animais (figura 1a),
foram realizadas com lamina 15 C (Swann Morton-Sheffield, Inglaterra) em cabo de
bisturi n® 3 (Schwert, Tuttlingen, Alemanha). Com auxilio de pin¢a Dietrich (Schwert),
os tecidos foram afastados. Apds a confirmacdo da incisdo com o Dissector
(Schwert), foi utilizada cureta de Molt (Schwert), para expor os 0ssos da calvaria.
Para a criacdo do defeito 6sseo, foram utilizadas trefinas de 2 mm de diametro
(Dentoflex- S&o Paulo-SP, Brasil) a 500 rpm e irrigacdo abundante com soro
fisiologico a 0,9% (figura 1b). A porcéo 6ssea externa do defeito circular foi removida
com o auxilio de curetas de dentina (Hu-Friedy, Chicago, EUA) (figuras 1c e 1d). Em
seguida e apds preenchimento do defeito com coagulo, foi inserida no LM uma
membrana de Allumina® (Maxtron, Juiz de Fora, MG, Brasil) de espessura média
(0,060 mm), com 5 mm de didametro e adaptada com auxilio de Brunidor (Golgran,
Séao Paulo, SP, Brasil) (figuras 2a e 2b). O lado controle (LC) n&o recebeu cobertura
sobre o defeito, mantendo apenas o coagulo sanguineo em posicdo. O fechamento
do defeito se deu em dois planos, com Fio Vicryl 5.0. (Somerville, NJ, EUA), no
periosteo (figura 2c) e Fio de Nylon 5.0 (Techsuture, Bauru, SP, Brasil),

superficialmente (figura 2d).
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Figura 1 - Ato cirargico

a) incisado linear em calvaria tricotomizada;
b) afastamento dos tecidos e criacdo do defeito com trefina de 2mm,;
C) remocao das corticais;

d) defeitos 6sseos (lado controle e lado experimental)
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Figura 2 - Ato Cirargico

a) colocacdo da membrana;
b) adaptacdo da membrana com brunimento;

c) sutura do periésteo e tecidos suprajacentes com fio Vicryl 5.0

(somerville);

d) sutura superficial com pontos interrompidos simples com fio de nylon 5-
0 (Techsuture).

Apés o procedimento cirdrgico, 0s animais foram mantidos
individualmente em gaiola e com restricdo alimentar por 2 horas. Apés isso, foram
alimentados com racdo solida industrial e agua destilada por todo o periodo

experimental.

Os animais sofreram eutanasia em camara de CO;, com fluxo de 60

kg/cmz’ aos 30 e 60 dias, e as calvarias foram removidas e imediatamente fixadas
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com formol a 10%, para processamento laboratorial

As amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Patologia do
Instituto e Centro de Pesquisas Sao Leopoldo Mandic, onde foram inicialmente
desmineralizadas em acido férmico 20% por aproximadamente sete dias. Todas as
amostras foram desidratadas em alcodis em concentracdes crescentes (70% -
100%) por uma hora cada, diafanizadas em dois banhos de xilol de uma hora cada
e parafinizadas em parafina a 60°C por uma hora. Foi feita a inclusdo dos
espécimes em parafina, corte de 7 ym de espessura e coloracdo com hematoxilina

e eosina (HE) para avaliagdo morfolégica.

Em seguida, cortes de 6 um de espessura foram realizados para as
reagfes imunoistoquimicas, segundo protocolo estabelecido pelo Laboratério de

Imunoistoquimica da mesma Instituicéo:

a) desparafinizacdo: dois banhos de xilol, sendo o primeiro por 30 minutos a
60°C, e, o segundo, por 20 minutos a temperatura ambiente com

secagem em papel filtro;

b) hidratacdo: trés banhos de 3 minutos, um, em alcool absoluto; um banho

em alcool a 95% e,um, em alcool 85%;
c) lavagem em agua corrente por cinco minutos;
d) trés passagens em agua destilada;

e) recuperacdo dos sitios antigénicos: pepsina 0,5%, pH 1,8, por 10 minutos

em estufa a 60°C e, 30 minutos, em estufa a 37°C;
f) lavagem em agua corrente por 10 minutos;

g) trés passagens em agua destilada;
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h) blogueio da peroxidase endogena tecidual: imersdo em solucdo de

peroxido de hidrogénio a 6% e metanol na propor¢édo 1:1, em trés banhos

de cinco minutos cada;

i)

avagem em Aagua corrente por 10 minutos e passagem em Aagua

destilada;

J) dois banhos de solugéo tampéo de TRIS 0,05 M pH 7,4, por cinco minutos

cada.

A partir dessa etapa, as reacdes foram realizadas na Dako Autostainer

(Dako, Carpinteria, CA, USA);

a)

b)

d)

f)

9)

incubacao do anticorpo primario: o anticorpo primario foi diluido em BSA
1%, na titulagdo 1: 1700 por 40 minutos;

dois banhos de solugcdo tampédo de TRIS 0,05 M pH 7,4, por cinco

minutos cada;

incubacdo do anticorpo secundario: LSAB (DAKO), conforme

recomendacdes do fabricante;

dois banhos de solugcdo tampédo de TRIS 0,05 M pH 7,4, por cinco

minutos cada;

incubacdo do anticorpo terciario: LSAB (DAKO), conforme

recomendacdes do fabricante;

dois banhos de solu¢do tampéao de TRIS 0,05 M pH 7,4, por 5 minutos

cada;

revelacdo da reacdo: com diaminobenzidina (DAB) (DAKO), um

cromogeno de coloracdo acastanhada, segundo recomendacgfes do
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fabricante;
h) passagem rapida por solucdo tampéao de TRIS 0,05 M pH 7,4;

i) lavagem em agua corrente por 10 minutos e passagem em agua

destilada;

J) contra-coloracdo: imersdo em hematoxilina de Mayer por cinco a 10

minutos;
k) lavagem em agua corrente por cinco minutos;
[) passagem em agua destilada;
m) passagem rapida em agua amoniacal.
Os passos seguintes foram realizados manualmente:

a) desidratacdo e diafanizacdo: banhos de trés minutos cada numa série

de etanol em concentracdes crescentes (80%, 95% e 100%) e em xilol;
b) montagem em Permount;

c) analise em microscopia de luz.
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5 RESULTADOS

Os resultados mostraram dois tipos de profundidades de perfuragdes:

I. casos com defeitos 6sseos incompletos, isto é, com preservacao da

cortical interna: defeitos monocorticais;

II. casos com defeitos 6sseos completos, estendendo-se da cortical

externa até a interna: defeitos bicorticais.

5.1 Avaliacao histologica descritiva

Os cortes histolégicos corados com hematoxilina e eosina (HE)
mostraram, tanto no grupo controle como no experimental (com membrana de

Allumina®), casos com defeitos 6sseos mono e bicorticais.

Nos defeitos bicorticais com a membrana de Allumina®, houve uma maior
neoformacdo O0ssea nas margens do defeito que nos casos sem a utilizagdo da

membrana.

Também foi observada uma maior maturacdo 6ssea no grupo

experimental em relagéo ao grupo controle.

Em nenhum dos espécimes foi observados sinais de inflamacao.

5.2 Trinta dias

Com 30 dias de pds-operatério, no grupo controle, os defeitos 6sseos

monocorticais mostraram-se quase totalmente preenchidos por tecido 6ésseo
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imaturo, formando trabéculas e, raramente, areas compactas contendo tecido

conjuntivo denso nos pequenos espagos medulares (figura 3a).

Na maioria dos espécimes do grupo controle em que os defeitos 0sseos
mostraram-se bicorticais, a neoformacéo 0ssea era discreta, restringindo-se apenas

as margens do defeito (figura 3b).

No grupo experimental, o defeito monocortical mostrou-se quase

totalmente preenchido por osso imaturo (figura 3c).

Os defeitos bicorticais mostraram formacédo de tecido 6sseo imaturo

somente nas margens do defeito (figura 3d).

A Cont. - MC B Cont. - BC

C Exp. - MC D Exp.-BC
Figura 3 - Espécimes 30 dias HE

a) espécime controle 30 dias com defeito monocortical, mostrando preenchimento total

do defeito 6sseo neoformado (40x);

b) espécime controle 30 dias com defeito bicortical, quase ndo mostrando neoformacéo

Ossea no defeito (40x);
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c) espécime experimental 30 dias com defeito monocortical, mostrando a membrana
obliterando o defeito, preenchimento total do defeito com tecido 6sseo neoformado, e

o local da membrana de Allumina® (40x);

d) espécime experimental 30 dias com defeito bicortical, mostrando neoformacéo 6ssea

nas margens do defeito e a membrana um pouco colada (40x).

5.3 Sessenta dias

Nos espécimes controles, com defeitos monocorticais, observou-se preenchimento
total do defeito com osso maduro neoformado (figura 4a), mas com discreta
diferenca entre a espessura da margem do defeito e a espessura do 0Sso

neoformado (figura 4a - detalhe).

Nos espécimes controles com defeitos bicorticais, encontrou-se pouca

neoformacéao 0ssea, limitando-se apenas as margens do defeito (figura 4b).

Nos animais do grupo experimental, com defeitos monocorticais,
observou-se o total preenchimento do defeito com tecido 6sseo compacto (figura

4c).

Um espécime evidenciou espessamento do periésteo, chegando a

envolver parte da extremidade da membrana (figura 4d).

Nesse grupo de 60 dias, ndo houve espécimes com defeitos bicorticais.
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B Cont. - BC

C Exp. - MC

Figura 4 - Avaliacao histolégica descritiva Hematoxilina Eosina.

a) controle 60 dias com defeito monocortical, e este sendo totalmente preenchido por

tecido 6sseo (40x); no detalhe, 0 mesmo espécime, em maior aumento (400x);

b) controle 60 dias com defeito bicortical, mostrando pouca neoformacdo Ossea

somente nas margens do defeito (40x);

c) experimental 60 dias com defeito monocortical, mostrando espessamento do

periésteo, chegando a envolver parte da extremidade da membrana (400x);

d) experimental 60 dias com defeito monocortical, mostrando preenchimento total do

defeito com tecido 6ésseo neoformado (400x).
Imunoistoquimica
30 dias

Nas reagOes imunoistoquimicas utilizando anticorpo primario anti-

fibronectina, foi observada, no tecido 6sseo normal adjacente ao defeito 6sseo, a
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presenca de fibronectina em uma fina linha no periésteo e mais ténue no endosteo,
assim como discreta expressao nos espacos medulares nos grupos controle e

experimental.

Em espécime com defeitos monocorticais, houve marcacdo mais
acentuada de fibronectina na regiao do peridsteo sobre o tecido 6sseo neoformado
e foi possivel observar, em alguns casos, defeitos preenchidos por trabéculas de
tecido 6sseo imaturo, permeado por intensidade moderada de fibronectina (figura 5a

e 5a detalhe).

Nos espécimes controles com defeitos bicorticais, observou-se
neoformacgdo 0ssea nas margens do defeito, estendendo-se para o centro com forte

marcacgao da fibronectina envolvendo todo o defeito (figura 5b).

Em espécimes do grupo experimental com defeitos monocorticais, houve
migracao do periosteo para baixo da membrana e marcacao intensa de fibronectina

no periésteo e nos pequenos espacos medulares (figura 5c).

Nos espécimes do grupo experimental com defeitos bicorticais, foi
observada uma marcacéo intensa de fibronectina envolvendo a membrana e
também entre as poucas trabéculas 6sseas neoformadas no tecido conjuntivo

(figura 5d).
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Exp.-MC

Figura 5 - Espécimes 30 dias imunoistoquimica

a) espécime controle 30 dias com defeito monocortical, mostrando marcacdo mais
acentuada de fibronectina envolvendo o defeito (400x) e, no detalhe, tecido 6sseo

imaturo permeado por moderada marcacao de fibronectina (40x);

b) espécime controle 30 dias bicortical com forte marcacdo da ficronectina, envolvendo
a regiao no periésteo sobre o tecido dsseo e entre as trabéculas (400x) e, no detalhe,

forte marcagéo de FN no tecido conjuntivo no centro do defeito (40x);

c) espécime experimental monocortical 30 dias migracdo do peridsteo para baixo da
membrana e marcacao intensa de fibronectina no periésteo e nos pequenos espacos

medulares (40x);

d) espécime experimental bicortical 30 dias, mostrando marcacdo intensa de
fibronectina envolvendo a membrana e também entre as poucas trabéculas 6sseas

neoformadas nas margens do defeito (400x).
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60 Dias

Com 60 dias pds-operatorios, 0s espécimes com defeitos monocorticais,
tanto o grupo controle quanto experimental, apresentaram-se totalmente

preenchidos por tecido 6sseo compacto imaturo e pouca marcacgao de fibronectina.

Nos espécimes do grupo controle com defeitos monocorticais, houve
preenchimento total do defeito com osso compacto neoformado e uma linha ténue
de marcacéo da fibronectina entre o tecido 6sseo neoformado e o tecido 6sseo da

margem do defeito (figura 6a).

Nos espécimes controles com defeitos bicorticais, ocorreu pouca
formacéo 6ssea, somente nas margens do defeito assim, como nos espécimes de
30 dias. Foi observada escassa marcacao de fibronectina somente no tecido

conjuntivo que preenche o defeito (figura 6b).

No grupo experimental com defeitos monocorticais, foi constatado o total
preenchimento do defeito com tecido 6sseo compacto, apresentando linha ténue e
discreta de fibronectina entre o osso neoformado e a margem do defeito (figura 6c¢).
Ja no tecido conjuntivo que permeava a trabécula 6ssea neoformada, ocorreu
intensa marcagdo de fibronectina, especialmente adjacente ao tecido ostedide

(figura 6¢ detalhe).

Em alguns espécimes do grupo experimental com defeito monocortical,
houve neoformacdo éssea além do envelope esqueletal, conforme visto na figura

6d.
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Figura 6 - Espécimes 60 dias Imunoistoquimica

a) espécime controle 60 dias monocortical, mostrando uma linha ténue de marcagéo
da fibronectina entre o tecido 6sseo neoformado e o tecido 6sseo da margem do

defeito (40x);

b) espécime controle bicortical 60 dias, mostrando uma linha ténue na margem do
defeito (seta 400x) em marcacédo de fibronectina tecido conjuntivo que preenche o

defeito no detalhe (400x);

c) espécime experimental 60 dias, mostrando marcacdo de FN envolvendo toda a

membrana e, nas trabéculas, tecido osteoide;

d) espécime controle 60 dias bicortical sem nenhuma marcacao de fibronectina entre o
defeito e o osso neoformado e forte marcacdo de FN no tecido conjuntivo do defeito

(400x), no detalhe o defeito total (40x).



39

6 DISCUSSAO

Nos espécimes de 30 dias, houve a aparéncia, nas laminas examinadas,
de maior expressdo de Fibronectina que nos de 60 dias, fato que pode ser

justificado por uma maior atividade osteogénica do primeiro grupo

A membrana de Allumina® ndo provoca reacao tecidual indesejavel. Esse
fato foi comprovado tanto clinica como histologicamente. Essa constatacéo esta de

acordo com trabalhos de Cruz et al. (1993), Majluf (2001) e Diotto (2007).

Nos defeitos bicorticais, houve pequena quantidade de formacgédo Ossea
junto as margens do defeito 6sseo e esparsas trabéculas em regibes mais

centralizadas do defeito.

Durante o ato cirdrgico, ndo houve problema com a adaptacdo da
membrana de Allumina® ao osso. Na adaptacdo, apenas foi realizado um
brunimento ndo precisando de qualquer tipo de fixacdo extra. No exame histoldgico,
foi observado pouco deslocamento da membrana, em apenas um espécime.
Durante o periodo de cicatrizagdo até o sacrificio, clinicamente, ndo houve
exposicdo da membrana em nenhum dos animais, fatos mostrados também nos

trabalhos Cruz et al. (1993), Majluf (2001) e Diotto (2007).

A presenca da membrana de Allumina® permitiu observar maior evidéncia
de Fibronectina. Havia tecido 6sseo neoformado em todos os espécimes. Nao havia
diferenca entre a altura do preenchimento do defeito entre os grupos Experimental e

Controle tanto em 30 quanto em 60 dias.

Ndo foi possivel observar diferencas significantes no grau de

preenchimento do tecido 6sseo nem na quantidade de fibronectina presente no
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defeito entre e lado controle e o experimental.

Entretanto, foi evidente o aumento de expressdo de fibronectina no
peridsteo envolvendo a membrana quando comparado ao periésteo sobre o defeito

sem a membrana.

O lado externo da membrana, que foi brunido e estava em contato com o

periosteo, teve maior expressao de fibronectina.

A neoformacdo dssea encontrada além do envelope esqueletal, em
alguns espécimes do grupo experimental com defeitos monocorticais do presente
estudo, foi discreta, mas reporta 0os achados de Lundgren et al. (1995). Esses
autores relatam que o ganho em altura de osso intramembranoso esquelético foi
possivel em areas em que ndo existia 0sso antes, quando se usou barreira oclusiva

de titanio.

Linde et al. (1993) conseguiram ganhar alturas 0sseas variaveis além do
envelope esqueletal, dependendo do tamanho dos poros e da rigidez da membrana
de PTFE-e usada em seu estudo. No presente trabalho, com a membrana de
Allumina®, em alguns casos, houve pouco ganho em altura éssea além do envelope

esqueletal.

Schimtz et al. (1990) observaram que os defeitos 6sseos de 3 e 4 mm na
calvaria de ratos apresentaram maior formagdo 0ssea que defeitos de 8 mm de
didmetro. Concluiram, entdo, que defeitos, menores que 4 mm de didmetro seriam
considerados defeitos nao criticos, por repararem sem a necessidade de nenhum
tipo de regeneracdo. No presente estudo, de maneira diferente dos autores acima
citados, os defeitos bicorticais de 2 mm nao repararam espontaneamente. Isso

evidenciou que, em calvaria de ratos, quando se removem as corticais interna e
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externa para a producdo de defeitos de 2 mm, a formacdo déssea se restringiu
apenas a margem do defeito, caracterizando-se como um defeito de tamanho
critico. Do ponto de vista de considerar o rato como modelo experimental para a
criagdo de defeitos Osseos criticos, observa-se que, mesmo sendo um animal de
pequeno porte, é possivel utiliza-lo para estudos comparativos, pois o tamanho da
calvaria de animais com 400 a 500 gramas de peso permite a realizacdo de dois
defeitos em cada animal, mesmo considerando a idade do animal. Com isso, se tem
a reducdo do numero de animais por experimento, bem como o emprego de feridas

controle no proprio animal que contém a ferida experimental.
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7 CONCLUSAO

Este estudo analisou histologicamente a reparacdo 0ssea e a expressao

imunoistoquimica da glicoproteina fibronectina em defeitos na calvaria de ratos

associados & ROG com membrana de Allumina® e revelou que:

a)

b)

d)

f)

9)

a membrana € totalmente oclusiva, biocompativel e evidenciou
resultados melhores para a formacdo 6ssea no grupo experimental com

defeitos bicorticais, nos espécimes de 30 dias;

no Grupo experimental, a presenca da membrana aumentou,
aparentemente, comparando visualmente por meio de microscopia de
luz, a expresséo de fibronectina com relagcdo ao Grupo controle, porém
isso ndo foi relevante, pois ndo houve diferencas na formacdo 6ssea

entre os grupos estudados;

aos 30 dias, a analise histolégica mostrou menor maturacdo éssea nos

grupos controle e experimental que aos 60 dias;

os resultados do grupo de 30 dias tanto nos lados controles quanto nos
experimentais apresentaram maior expressao de Fibronectina que nos

de 60 dias;

houve neoformacgdo Ossea além do envelope esqueletal em alguns

casos do grupo experimental;
o defeito de 2 mm, bicortical, mostrou ser um defeito critico;

Houve relacdo direta entre a expressao da fibronectina com a

neoformacéo 6ssea.
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