Jodo Madeira de Almeida e Sousa

Membrana reabsorvivel de hidrogel de
polietileno glicol na regeneracao 0ssea

guiada: estudo caso controlo em ratos

Faculdade de Medicina Dentaria da
Universidade do Porto

2012



Membrana reabsorvivel de hidrogel de polietileno glicol na regeneragéo 0ssea guiada:

estudo caso controlo em ratos



Membrana reabsorvivel de hidrogel de polietileno glicol na regeneragéo 0ssea guiada:

estudo caso controlo em ratos

Dissertacdo de candidatura

ao Grau de Mestre em Cirurgia Oral
apresentada a

Faculdade de Medicina Dentaria da

Universidade do Porto



Membrana reabsorvivel de hidrogel de polietileno glicol na regeneragéo 0ssea guiada:

estudo caso controlo em ratos



Membrana reabsorvivel de hidrogel de polietileno glicol na regeneragéo 0ssea guiada:

estudo caso controlo em ratos

Membros do Conselho Cientifico da Faculdade de Medicina

Dentaria da Universidade do Porto

Prof. Doutor Afonso Manuel Pinh&o Ferreira (Prof. Catedratico)

Prof. Doutor Américo dos Santos Afonso (Prof. Associado com Agregacao)
Prof. Doutor Anténio Cabral Campos Felino (Prof. Catedratico)

Prof. Doutor César Fernando Coelho Leal Silva (Prof. Associado com
Agregacao)

Prof. Doutor Germano Neves Pinto Rocha (Prof. Associado)

Prof. Doutora Irene Graca Azevedo Pina Vaz (Prof. Associado)

Prof. Doutora Inés Alexandra Costa Morais Caldas (Prof. Auxiliar)

Prof. Doutor Jodo Carlos Antunes Sampaio Fernandes (Prof. Catedratico)
Prof. Doutor Jodo Carlos Gongcalves Ferreira de Pinho (Prof. Associado com
Agregacao)

Prof. Doutor Jodo Fernando Costa Carvalho (Prof. Catedratico)

Prof. Doutor Jorge Manuel Carvalho Dias Lopes (Prof. Catedratico)

Prof. Doutor José Antonio Macedo Carvalho Capelas (Prof. Associado com
Agregacao)

Prof. Doutor José Carlos Reis Campos (Prof. Auxiliar com Agregacéao)

Prof. Doutor José Méario Castro Rocha (Prof. Auxiliar)

Prof. Douto Manuel José Fontes de Carvalho (Prof. Associado)

Prof. Doutora Maria Cristina Pinto Coelho Mendonca de Figueiredo Pollmann
(Prof. Associado)

Prof. Doutora Maria Helena Guimaraes Figueiral da Silva (Prof. Associada com
Agregacao)

Prof. Doutora Maria Helena Raposo Fernandes (Prof. Catedrético)

Prof. Doutora Maria Lurdes Ferreira Lobo Pereira (Prof. Auxiliar)

Prof. Doutor Mario Augusto Pires Vaz (Prof. Associado da FEUP -
personalidade convidada)

Prof. Doutor Méario Jorge Rebolho Fernandes Silva (Prof. Catedratico)

Prof. Doutor Mario Ramalho Vasconcelos (Prof. Associado com Agregagéao)

5



Membrana reabsorvivel de hidrogel de polietileno glicol na regeneragéo 0ssea guiada:

estudo caso controlo em ratos

Prof. Doutor Miguel Fernando Silva Gongalves Pinto (Prof. Catedratico)

Prof. Doutor Paulo Rui Galréo Ribeiro Melo (Prof. Associado com Agregacao)
Prof. Doutor Ricardo Manuel Lobo Faria Almeida (Prof. Associado com
Agregacao)

Docentes Jubilados da Faculdade de Medicina Dentaria da

Universidade do Porto

Prof. Doutor Adao Fernando Pereira (Prof. Catedratico)

Prof. Doutor Amilcar Almeida Oliveira (Prof. Associado)

Prof. Doutor Antonio Manuel Machado Capelas (Prof. Associado - falecido)
Dr. Anténio Ulisses Matos dos Santos (Assistente Convidado)

Prof. Doutor Durval Manuel Belo Moreira (Prof. Associado com Agregacao)
Prof. Doutor Francisco Anténio Rebelo Morais Caldas (Prof. Catedratico)

Dr. José Maria Vaz Osoério (Assistente Convidado)

Prof. Doutor José Serra Silva Campos Neves (Prof. Catedratico)

Prof. Doutor Manuel Desport Marques (Prof. Associado Convidado - falecido)

Prof. Doutor Manuel Guedes de Figueiredo (Prof. Associado)



Membrana reabsorvivel de hidrogel de polietileno glicol na regeneragéo 0ssea guiada:

estudo caso controlo em ratos

A0S meus pais

A quem tudo devo
Pelo amor, incentivo e apoio incondicional, em todas as horas

A minha irma

Pela sua amizade e pela forca que me transmite apesar da distancia...



Membrana reabsorvivel de hidrogel de polietileno glicol na regeneragéo 0ssea guiada:

estudo caso controlo em ratos



Membrana reabsorvivel de hidrogel de polietileno glicol na regeneragéo 0ssea guiada:

estudo caso controlo em ratos

indice
ABIAUECIMENTOS e e e ee e e e 11
PalaVvrasS-CRAVe..........cooiiiiiiiieee et 14
SIQIas € ADFEVIATUIAS ......cc.viieciee ettt e st e s e e eeaeesreeesnseeennreeens 15
RESUMO ..ottt e e 16
ADSEIACT ...ttt s 18
| - Contexto e Objetivos do Trabalno...........ccccvveiiiieciie e 19
| Y 0o [ o3= o TN USRS 22
1. Regeneracio Ossea em Medicing DENANIA ...........ceveveveeevererreeeeeeeeeeeeeeesieseenans 23
1.1- INtrodUGA0 NISTOICA .....cei ittt e e e e e 23
1.2-  Principios Biologicos da Regeneracio OSSa..........ccccevveveeereeeereenannnen, 25
1.2.1 - GeNEralidades ..........ccooiiiiiiiiiiiiiee et 25
1.2.2- MALZ OSSEA ...cveviiiiiiiiiiiiiii ittt e e 28
1.2.3-  CiCAtfZAGAO OSSBA ..vvvuuniiieeeiiiiiiiiie e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s 28
1.3- DefinicAo de REQENEIAGAD.........cccvvieiieeeiiee ettt cee e e et sree e e e e 33
1.3.1 — Regeneracdo Tecidular GUIAa ..........ccevvivviiiiiiiiie e 33
1.3.2 — Regeneragio OSSEA GUIAAA .............c.ceueeireveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesse e essseeeeenens 40
1.4 — Materiais utilizados para regeneracdo em Medicina Dentaria.............c.ccccuvee..e. 41
1.4.1 - Membranas: materiais € fUNCAO0............cccvvviiiiiiiii e 41
1.4.1.1 — Membranas nao reabsorviveis: materiais e aplicabilidade..................... 44
1.4.1.2 — Membranas reabsorviveis: materiais e aplicabilidade ........................... 45
1.4.1.2.1 - Membrana de Polietileno GliCOL..............ccoiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 46
1.4.2.2.2 - Propriedades quimicas doO PEG...........cccccooiiii i 50
1.4.2.2.3 - Membrana de hidrogel de PEG Straumann® MembraGel.................... 51
2- Estudos em modelo animal: ratoS WIS ...........ceoerieriiieniniereeeseee e 53
2.1 - Definig8o de defeito CritiCO ......cceevieriieiieiie e 54
2.2 - Aimportancia de defeitos 6sseos criticos para o estudo de materiais de
TEJENETAGED OSSEA. ... cueeueeueeueeeeitetetestestesteatestestestesbeabesbeabesbeabeabesbesbesbeeaesbesbeebesbessessenneas 54
[l - MateriaisS € MELTOTOS .......ooueeiiriieiieiieeee ettt ettt sb et ene e 56
Y 41 111 - TP PP PP PR PSP 57
2. Descrigdo dos procedimentOs CirUrgICOS......cocuevveerieerierreereeesiesreesseeseeseeenseenaeas 57



Membrana reabsorvivel de hidrogel de polietileno glicol na regeneragéo 0ssea guiada:

estudo caso controlo em ratos

3. Preparacdo das amostras para estudo histoldgiCo ..........ccccevveviiiieeniecceeieenen, 61
4. Analise HiStomMOOMELIICA ........cccvieiiieciie ettt 64
5. ANAlISE EStALISTICA. .. ccuviiiieiieciie e nneas 66
IV = RESUIAUOS ......ooeieieeeiee ettt ettt e e ee e st e st e e e e e e ssteeesnbeesnsseesnnaeesnseeenneeas 67
1.1, ANALSE ClINICA c..eeviiciieie ettt et ae e beeteesnaeeaseens 68
1.2, ANAlISe radiografiCa ........cccueeiiieiieiieeieecie ettt eaaeens 69
1.3. Histologia Descritiva (analise morfol0giCa)...........ccceevueereeiiieiiiecie e 70
1.4.  Analise da invasao CEIUIAr ............cccevieiiiieiiiieeeeeee e 75
1.5.  Analise hiStOMOfOMELIICA.........coveiiirieiiiiee e 76
1.6.  ANAlISE ESIALISTICA ... ccveivieieiieieiieie ettt st 77
V = DISCUSSAO ..ottt ettt sit ettt sttt st e b e sttt e s b st e et esbe e sab e e bt e sbee st e enbeesaaeenbeenaees 85
VI = CONCIUSDES ...ttt et st ettt sab e et e b st e b e saaeebeenaees 91
(1] ] oTe ] = = SRR 94
indice de Figuras, Tabelas € GrAfiCOS...........ccvivevevieeereeeeeeeeeeeeeee e, 101
AANEXOS ...ttt e st e s e e s a e e e e e e e e s n et e e e ae e e e aneeee s 104
TADRIAS ... ettt st e b e b 105

10



Membrana reabsorvivel de hidrogel de polietileno glicol na regeneragéo 0ssea guiada:

estudo caso controlo em ratos

Agradecimentos

Um trabalho desta natureza ndo seria possivel sem o0 apoio de uma equipa
pluridisciplinar que me acompanhou, em diferentes momentos, durante toda a

execucao do mesmo:

e Ao Prof. Doutor Ricardo Faria e Almeida, orientador desta tese, pelo
incansavel apoio em todas as fases deste trabalho, pela presenca e
disponibilidade permanentes que ja o caracteriza e por ser um modelo a

sequir;

e Ao Prof. Doutor Mario Vasconcelos, coorientador desta tese, pelo apoio
dado em todas as fases laboratoriais deste trabalho, sem as quais néo

era possivel a sua concretizacao;

e Ao Prof. Doutor Anténio Cabral Campos Felino, pelos ensinamentos

transmitidos durante estes dois anos letivos;

e Ao Prof. Doutor Jodo Carvalho por ter tido um papel fundamental ao
longo destes dois anos, ndo sé pela experiéncia transmitida como pela
disponibilidade e proximidade com os alunos ao longo da atividade

clinica

e A todos os docentes do VI Mestrado de Cirurgia Oral pelos

ensinamentos transmitidos durante estes dois anos;

e A todos os meus colegas do VI Mestrado de Cirurgia Oral, em especial a
Joana Amaral, minha binébmia e amiga, por toda a disponibilidade,
paciéncia e hospitalidade, ao David Alfaiate, pela sua dedicacéo, ajuda e

camaradagem; ao Tiago Escobar, pelo companheirismo no trabalho em

11



Membrana reabsorvivel de hidrogel de polietileno glicol na regeneragéo 0ssea guiada:

estudo caso controlo em ratos

paralelo; ao Francisco Correia, por toda a ajuda e disponibilidade
constantes e, & Ana Lemos Costa, pela amizade e principalmente pela
forca e entusiasmo com que me impulsionou nos ultimos meses do
desenvolvimento deste trabalho o que foi decisivo na finalizacdo deste

projeto;

e A Prof. Doutora Ana Portela, por toda a atencdo e tempo que me
dispensou desde o primeiro momento e pelo papel fundamental que teve
na componente pratica, a sua preciosa ajuda laboratorial, essencial ao

bom termo deste projeto;

e Ao Prof. Doutor Américo Afonso pela disponibilidade na utilizacdo dos

servicos do Laboratorio de Anatomia Dentéria,

e Atécnica D. Ana Mota, pela sua simpatia e grande colaborac&o;

e A D. Teresa Teles Almeida, pelo apoio na manipula¢do dos animais de

laboratorio e a dedicacéo e zelo pelo bem-estar dos mesmos

e A D. Manuela, D. Alexandra, Sr. Vitor e Sr. Paulo, pela enorme

dedicac¢éo a todos os alunos;

e Atodos os que acompanham na minha vida profissional e pessoal,

12



Membrana reabsorvivel de hidrogel de polietileno glicol na regeneragéo 0ssea guiada:

estudo caso controlo em ratos

13



Membrana reabsorvivel de hidrogel de polietileno glicol na regeneragéo 0ssea guiada:

estudo caso controlo em ratos

Palavras-Chave

Membranas;

Membranas reabsorviveis;
Hidrogel de polietileno glicol;
PEG,;

Regeneracédo 0ssea guiada

14



Membrana reabsorvivel de hidrogel de polietileno glicol na regeneragéo 0ssea guiada:

estudo caso controlo em ratos

Siglas e Abreviaturas

RTG — Regeneracao tecidular guiada

ROG — Regeneracao 0ssea guiada

PEG — Polietileno glicol

PTFEe — Politetrafluoretilieno expandido

HA — Hidroxiapatite

BMP — Proteinas 6sseas morfogénicas

IGF — Fatores de crescimento de insulina

FGF — Fatores de crescimento dos fibroblastos

PDGF — Fatores de crescimento de derivados de plaquetas
RGD - Arginina-glicina-acido aspartico

BMUs — Unidades 6sseas multinucleares

15



Membrana reabsorvivel de hidrogel de polietileno glicol na regeneragéo 0ssea guiada:

estudo caso controlo em ratos

Resumo

A regeneracgdo do osso alveolar perdido € uma necessidade ha muito sentida,
tendo em vista, quer a regeneragao periodontal, quer a colocacao de implantes.
Para tal, ao longo dos anos ocorreram mudancas na utilizacdo de membranas
para a regeneracao tecidular guiada (RTG) e, mais tarde, para a regeneracao
O0ssea guiada (ROG). Se, inicialmente, o gold standard eram as membranas
ndo reabsorviveis de politetrafluoretiieno expandido (PTFEe), hoje em dia, é
predominante a utilizacdo das membranas reabsorviveis de colagénio. O fato
destas membranas serem pré-fabricadas, havendo necessidade de as adaptar
ao sitio cirargico (o que constitui muitas vezes uma desvantagem), impulsionou
a investigacdo no sentido de encontrar novas membranas formadas in situ. E
neste contexto que o hidrogel de polietieno glicol (PEG), material
biocompativel e reabsorvivel, tem vindo a ser referido nalguns estudo,s com
vista a sua aplicagdo como membrana, apresentando como principal vantagem
o fato de se formar in situ, ultrapassando a reconhecida desvantagem de ter de

ser feita a sua adaptacao ao sitio cirargico.

Com o objetivo de testar as capacidades do PEG como barreira celular e
verificar histomorfometricamente que o mesmo se torna eficaz na ROG, foi

realizado o presente estudo em calotes cranianas em sete ratos Wistar.

Tendo em conta as limitacfes do estudo, nomeadamente o reduzido tamanho
da amostra, o que se refletiu na auséncia de peso estatistico, foi possivel
concluir que a membrana de hidrogel de PEG funciona como barreira celular e
permite uma maior regeneracdo 0ssea quando comparada com os resultados

observados em defeitos em que néo foi aplicada membrana.

Novos estudos devem ser prosseguidos, ndo s6 huma amostra de maiores
dimensdes, mas principalmente com ensaios clinicos em humanos, e que

permitam comparar o uso deste hidrogel com outro tipo de barreiras.
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Abstract

The regeneration of the alveolar bone that had been lost is a need for a long
manifested in view of whether periodontal regeneration or implants placement.
To this end, over the years have been witnessing changes in the use of
membranes for guided tissue regeneration (GTR) and later for guided bone
regeneration (GBR). If initially the gold standard non-resorbable membranes
were expanded polytetrafluoroethylene (ePTFE), nowadays, is predominant the
use of resorbable collagen membrane. The fact that these membranes are
prefabricated with the need to adapt to the surgical site (which is often a
disadvantage), spurred research towards finding new membranes formed in
situ. It is in this context that the hydrogel made of polyethylene glycol (PEG),
biocompatible and resorbable, has been mentioned in some studies with a view
to their application as membrane presenting as main advantage the fact that
form in situ, overcoming the disadvantage of recognized adapt to the surgical
site.

In order to test the capabilities of PEG as a cellular barrier and check
histomorphometrically that it becomes effective in ROG, compared to a
membrane without blemish, a study was conducted in calvaria of seven rats.
Despite the study's limitations, including the small sample size, which was
reflected in the statistical study that followed, it was concluded that the PEG
hydrogel membrane functions as cell barrier and allows greater bone

regeneration compared with a defect without membrane.

Further studies should be pursued, not only in a larger sample, but mostly with
clinical trials in humans, and which compares the use of this hydrogel with other

types of barriers.
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Desde o inicio do VI Mestrado de Cirurgia Oral que a temética dos implantes e
todas as matérias afins me cativaram de forma substancial. Se, por um lado, as
condicdes naturais da presenca de um leito 6sseo favoravel a reabilitacdo com
implantes predispdem para uma maior facilidade na colocagdo dos mesmos,
contribuindo para a previsibilidade do sucesso cirdrgico, por outro, perante as
condi¢bes deficitarias dum leito 60sseo, assumem-se como um desafio a

transpor.

Desta forma, a teméatica da regeneracdo Ossea com vista a posterior
reabilitacdo com implantes € um tema atual e de indiscutivel importancia na
préatica clinica. A busca incessante do Homem pela simplificacdo de todos os
processos reflete-se também na quantidade de novos produtos que surgem no
mercado, na tentativa de simplificar o ato cirargico e promover a regeneracao
0ssea e 0 sucesso clinico. No entanto, é imprescindivel que quando a
utilizacdo de um novo produto seja sugerida, as reais vantagens da sua

utilizacao estejam identificadas.

O hidrogel de polietileno glicol (PEG), material biocompativel e reabsorvivel,
tem vindo a surgir nalguns estudos para ser utilizado como membrana,

apresentando como principal aliciante o fato de se formar in situ.

Apoés pesquisa bibliogréfica, verifiguei que poucos sdo os estudos que se
debrucam sobre esta nova membrana, cuja utilizacdo se pretende tornar como

referéncia na area, o que motivou a minha investigacdo sobre esta tematica.

O presente estudo foi efetuado com o objetivo de testar a funcédo de barreira
celular de uma membrana reabsorvivel de hidrogel de PEG formada in situ na
regeneracdo Ossea guiada. Secundariamente, pretendia-se observar os
aspetos histolégicos e histomorfométricos da regeneracdo 0ssea dos defeitos

cranianos com e sem a membrana de PEG.

Tendo em consideracdo 0s pressupostos éticos que permitem a realizacdo de
ensaios clinicos em humanos, optei pela realizagdo do estudo em modelo

animal, escolhendo para o efeito ratos da espécie Wistar, uma vez que sao de
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facil manipulagcéo, pouco dispendiosos na sua aquisicdo e manutencdo e ja

existem alguns estudos com este modelo, o que permite efetuar comparagoes.

Os resultados obtidos, com todas as limitagbes relativamente ao tamanho da
amostra e métodos utilizados que serdo discutidas em capitulo préprio,
permitiram a realizacdo de uma andlise estatistica relativamente a utilizacao de
membrana de PEG versus a sua auséncia, demonstrando a tendéncia de uma

maior regeneracdo 0ssea nos defeitos com membrana.

A realizacao deste estudo suscitou o interesse em testar a eficacia de barreira
celular no ser humano, podendo este tema vir a ser uma hipotese de trabalho

para futura investigacdo, salvaguardadas todas as questdes éticas associadas.
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1. Regeneracéo Ossea em Medicina Dentaria

1.1- Introducao histérica

Desde muito cedo, na Histéria da Medicina Dentaria, se levantou a questao da
perda éssea e a necessidade de regenerar o 0sso perdido, no contexto de
algumas patologias, médicas ou cirtrgicas. No inicio do século XX, Macewen
(1907) referiu pela primeira vez o conceito de regeneracdo 0ssea propondo-se
obter dados, em estudos in vivo, assim como verificar qual o papel que os
varios constituintes celulares desempenhavam no desenvolvimento e
reproducdo de 0sso, nomeadamente o peridosteo e o muasculo [1]. Em 1917,
Brooks testou a regeneracdo e o crescimento 0sseos, em 0ssOs longos, em
caes e coelhos, numa época em que nao se tinham ainda certezas quanto as
propriedades osteogénicas dos varios elementos do osso, nomeadamente o

periosteo [2].

Em 1922, Dodds-Parker relatou dois casos de regeneracdo Ossea apoés
osteomielite em ossos longos, fémur e tibia, que, segundo o autor, foram
concluidos com sucesso [3]. May, em 1937, através de transplantes 0sseos
efetuados em cdes, concluiu que o periésseo era essencial na regeneracao
O0ssea: quando estava presente e intacto verificava-se que o transplante se
mantinha e havia acdo dos osteoblastos; por outro lado, na auséncia de

peridsteo, os transplantes 0sseos acabavam por ser reabsorvidos [4].

O principio, conhecido em geral como regeneracdo 0ssea guiada (ROG), foi
descrito pela primeira vez, por Hurley et al. (1959), para o tratamento
experimental da coluna vertebral. Nos anos 60, as equipas de Bassett e Boyne
testaram filtros de laboratério microporosos de celulose de acetato (Milipore)
para a reparagao de defeitos corticais em 0ssos longos e para a reconstrucao
Ossea facial. Os autores usaram estes filtros para estabelecer um ambiente
adequado a osteogénese, excluindo as células do tecido conjuntivo fibroso dos

defeitos 6sseos. Sendo pioneiros, estes estudos ndo levaram, imediatamente,
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ao uso generalizado das membranas em humanos. No entanto, a utilizacao de
membranas que funcionam como barreiras para regeneracdo dos defeitos

0sseos mudou significativamente na implantologia nos ultimos 20 anos [5].

A perda Ossea associada aos dentes esté intrinsecamente ligada a problemas
periodontais: gengiva, ligamento periodontal e osso alveolar. Na tentativa de
melhorar determinados aspetos periodontais, nomeadamente a perda dos
tecidos periodontais, surgiu o conceito de regeneracao tecidular guiada (RTG),
conceito esse que pressupunha o restabelecimento de um novo periodonto,
através do uso de membranas com o intuito de permitir que as células
provenientes do ligamento periodontal migrassem no sentido coronal sem
competirem com nenhumas outras, e assim, pudesse haver um ganho de
insercdo. Em 1984, foram publicados os resultados dos primeiros estudos de
regeneracao tecidular guiada, efetuados em macacos [6] e, dois anos depois,
os resultados obtidos em seres humanos [7], utilizando, em ambos os casos,

membranas sintéticas.

Mais tarde, ja em 1990, Nyman et al. utilizaram os principios da RTG para
regenerar 0sso alveolar em conjunto com a colocacédo de implantes de titanio.
Num dos casos ocorreu uma completa regeneracdo 6ssea em redor do
implante colocado num alvéolo poés-extracional onde tinham colocado uma
membrana de Teflon a cobrir o implante. Num outro caso, em que se pretendia
ganhar volume, altura e espessura, numa crista alveolar edéntula e
reabsorvida, para posterior colocacdo de implante, aqueles autores tiveram
igualmente sucesso - as membranas impediam a proliferacdo de células para
além das que provinham do osso. Estas duas aplicacdes do principio da RTG
permitiram abrir caminho para a regeneracdo 0Ossea [8]. No mesmo ano,
Wachtel et al., procuraram testar se uma técnica baseada na RTG seria capaz
de regenerar 0sso em redor de implantes osteointegrados, em humanos. Para
isso criaram trés grupos. No grupo | colocaram granulos de hidroxiapatite (HA)
cobertos por uma membrana de politetrafluoretileno expandido (PTFE-e), no
grupo Il colocaram apenas a membrana de PTFE-e e, no grupo Il (de controlo)
apenas a HA. No grupo | ocorreu total regeneracdo 0ssea, no grupo Il houve

uma regeneracdo parcial, e no grupo controlo os granulos de HA foram
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integrados no tecido conjuntivo. Concluiram, assim, que a aplicacdo de
membranas de PTFE-e, em humanos, segundo a técnica da RTG, promove
regeneracao 0ssea em redor de implantes [9]. Também Buser et al. procuraram
testar a eficacia da utilizacdo da técnica de RTG com membranas de PTFE-e
para aumento de volume de osso alveolar, em situacdes em que a anatomia
nao permitisse a colocacdo de implantes. Em 12 doentes, apenas tiveram
insucesso em trés, devido a infecdo local [10].

No mesmo periodo (entre 1989 a 1992), além das novas técnicas cirargicas, foi
introduzida a ROG, na Medicina Dentaria, utilizando-se as membranas. Com
base nos resultados de casos e estudos clinicos a curto prazo, diversos
autores relataram os primeiros resultados com membrana para a regeneracao

de defeitos 0sseos localizados em doentes com implantes [8, 10-14].

Em sintese, ao longo dos dultimos 100 anos, varios meétodos e técnicas
cirargicas foram utilizados para promover a regeneragdo e 0 crescimento
0sseo, em 0ssos longos ou o0sso alveolar. No caso do osso alveolar, o
interesse e as preocupacdes com a regeneracdo 0ssea foram maiores face ao
desenvolvimento de técnicas eficazes de colocacdo de implantes e a
necessidade de criacdo de 0sso para a sua colocacao, constituindo atualmente

0 seu principal objetivo.

1.2- Principios Biologicos da Regeneracdo Ossea

1.2.1 - Generalidades

Para perceber a regeneracao 6ssea, € necessario ter em conta a biologia do
crescimento 0sseo e todas as estruturas celulares intervenientes no processo

de crescimento.

Na formagdo e crescimento d&sseo, 0s osteoblastos s&do unidades

fundamentais. Os osteoblastos sdo células responsaveis pela formacdo do
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tecido 6sseo, sintetizando os componentes da matriz organica e controlando a
mineralizacdo dessa matriz. Estas células estdo localizadas na superficie
O0ssea, promovendo a deposicdo da matriz ativa. Podem diferenciar-se em
células 6sseas alinhadas e em ostedcitos. As células dsseas alinhadas séo
células alongadas que recobrem a superficie do 0osso e ndo apresentam
atividade de sintese. Os ostedcitos organizam-se como sincicio e promovem
uma vasta area de contacto entre as células e a parte ndo celular do tecido
0sseo [15].

Para permitirem que ocorra a formagdo 6ssea num determinado local, as
células progenitoras mesenquimatosas indiferenciadas (células
osteoprogenitoras) podem migrar para o local, proliferar e evoluir para
osteoblastos. Friedenstein (1973) dividiu as células osteoprogenitoras em
células precursoras osteogénicas induzidas e determinadas [16]. As células
precursoras osteogénicas determinadas estdo presentes na medula éssea, e
no endodsteo e no peridésteo que recobrem a superficie 0ssea. Estas células tém
capacidade de proliferar e de se diferenciarem em osteoblastos. As células
mesenquimatosas presentes noutros 6rgaos e tecidos, como por exemplo nos
musculos, podem-se tornar células osteogénicas quando expostas a
determinados estimulos. Como a osteogénese esta intimamente relacionada
com o crescimento vascular, as células perivasculares em forma de estrela (os
pericitos) sdo consideradas as principais células osteoprogenitoras. A
diferenciacdo e o desenvolvimento dos osteoblastos a partir das células
osteoprogenitoras dependem da libertacdo das proteinas 6sseas morfogénicas
(BMP) e de outros fatores de crescimento, tais como, o fator de crescimento da
insulina (IGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e fator de
crescimento dos fibroblastos (FGF) [15].

Histologicamente, os osteoblastos sdo células cuboides extensas que formam
uma camada Unica cobrindo o periésseo e o0 enddsseo, superficies onde a
formacdo Ossea ocorre. S@o células polarizadas que segregam osteoide
apenas na direcdo da superficie 6ssea. O nucleo do osteoblasto é ovoéide e o
seu citoplasma evidencia reticulo endoplasmatico rugoso abundante, e um

complexo de Golgi proeminente. Parece existir heterogeneidade dos
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osteoblastos 0 que pode refletir diferencas entre os tipos de 0sso e/ou os locais
anatomicos. Alguns osteoblastos tornam-se ostedécitos pela inversdo da
secrecdo da matriz ou pelo aprisionamento na matriz éssea segregada por

osteoblastos adjacentes.

A velocidade de deposi¢cdo da matriz pode determinar o nimero de ostedcitos
embebidos. Isto é exemplificado na matriz ostedide, que € formada muito mais
rapidamente do que qualquer outro tipo de 0SSO e possui muitos ostedcitos
embebidos.

O ostedcito fica aprisionado na matriz éssea dentro de uma lacuna, e os
ostedcitos adjacentes ficam interconectados por processos citoplasmaticos
delgados, num sincicio que se estende através do denso sistema canalicular

0sseo [5].

A atividade de formacéo éssea esta intimamente ligada a reabsorcdo Ossea
gue é iniciada e mantida pelos osteoclastos. Os osteoclastos sao ceélulas
multinucleadas que se originam a partir de células precursoras
hematopoiéticas, pertencentes a linhagem dos mondcitos [5, 15]. A sua funcao
primaria € degradar a matriz 6éssea, 0 que ocorre em diversos contextos
fisiopatoldgicos. Sdo células gigantes, que diferem das células gigantes de
corpo estranho. Encontram-se habitualmente nas lacunas de Howship. Coram
positivamente para a fosfatase acida tartarato-resistente. O tamanho dos

osteoclastos varia entre 30 e 40um e o numero de nucleos, entre trés e 30.
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1.2.2- Matriz 6ssea

1.2.2-1. Deposic¢ao e mineralizagéo

O osteoblasto sintetiza uma mistura de macromoléculas que sao segregadas
no ambiente extracelular para formar a matriz 6ssea — o tecido ostedide ou pré-
0SSO - que consiste numa matriz formada por proteinas colagenosas e outras.
Na frente de mineralizacdo, o tecido ostedide converte-se em 0SSO
mineralizado. A mineralizacdo da matriz osteoide € iniciada pelas suas
vesiculas. Em contraste, as vesiculas da matriz raramente sdo vistas no tecido

osteodide do osso lamelar em mineralizacéo [5].

A matriz 6ssea €, um composto biolégico formado por agua, citrato, magnésio,
potassio, sodio e principalmente cristais de hidroxiapatite, moléculas de
colagénio e macromoléculas néo colagénicas. Aléem da sua funcéo estrutural, a
matriz 6ssea armazena macromoléculas com funcdes na biomineralizacdo e
nas interacdes célula-matriz, que servem, também, de reservatério para 0s

fatores de crescimento e citocinas [5].

1.2.3- Cicatrizacdo 6ssea

1.2.3-1. Aspetos gerais

Designa-se como reparacdo, a cicatrizacdo do tecido 6sseo lesado com
formacdo de um tecido que difere morfolégica ou funcionalmente do tecido
original. Em contrapartida, a regeneracao tecidular é o processo pelo qual a

cicatrizagdo conduz a restauracgao integral da morfologia de funcéo do tecido.

A cicatrizacdo do tecido 6sseo pode ocorrer como regeneragdo Ou COmMo
reparacdo, dependendo das caracteristicas da lesdo. Por exemplo, uma

pequena fratura d&ssea, devidamente estabilizada, ird cicatrizar por

28



Membrana reabsorvivel de hidrogel de polietileno glicol na regeneragéo 0ssea guiada:

estudo caso controlo em ratos

regeneracao, enquanto que, uma fratura extensa no osso ira frequentemente
cicatrizar por reparacdo. A regeneracdo sera abordada, posteriormente, de

forma mais desenvolvida.

Existem diversos fatores que podem interferir com a formacéo do tecido 6sseo

apos um traumatismo, tais como:

1- Falha na proliferagdo dos vasos sanguineos para o interior do defeito;
2

Estabilizacdo inadequada do coagulo e do tecido de granulacdo do
defeito;

3- Crescimento de um tecido ndo 6sseo com alta atividade proliferativa

4

Contaminacao bacteriana.

1.2.3.2- Cicatrizacao

A cicatrizacdo do defeito envolve quatro fases:

1- Coagulacédo sanguinea

N
1

Limpeza do defeito 6sseo

w
1

Formacéo tecidular

4- Modelacao e remodelacao tecidular

Estas fases da formacdo O6ssea, que a seguir se descrevem, ocorrem numa
sequéncia ordenada, contudo em alguns locais do defeito pode ocorrer uma
sobreposicdo de fases, de tal forma que, em certas areas do defeito 6sseo a
formacdo tecidular pode estar em desenvolvimento, enquanto que noutras

areas, a modelacao tecidular é a fase dominante.

29



Membrana reabsorvivel de hidrogel de polietileno glicol na regeneragéo 0ssea guiada:

estudo caso controlo em ratos

1- Coagulo sanguineo

Logo apos a extracdo do dente por exemplo, o sangue dos vasos sanguineos
lesionados ird preencher a cavidade. As plaquetas aderem ao local da leséo
vascular num processo mediado pelo fator de von Willebrand e pela ligacao
das plaquetas do colagénio endotelial. Com a agregacdo de mais plaguetas
forma-se o trombo plaquetar oclusivo que para a hemorragia. Entretanto
desenvolve-se uma malha de fibrina através de uma cascata de ativacdes
sucessivas dos multiplos fatores de coagulacdo. A malha de fibrina estabiliza o
trombo plaquetar. O coagulo de fibrina age como uma matriz fisica que
direciona os movimentos celulares e contém substancias relevantes para a
continuacdo do processo de cicatrizacdo. Estas substancias, por exemplo
fatores de crescimento, influenciam as células mesenquimatosas e afetam as
células inflamatdrias, aumentando a migracdo de varios tipos de células, e

induzindo a proliferacéo, diferenciacéo e atividade sintética dentro do coagulo.

Embora o coagulo sanguineo seja crucial na fase inicial da cicatrizacdo do
defeito, a sua remocao € fundamental para permitir a formacdo de um novo
tecido. Assim, passados poucos dias ap0s a extracdo dentaria, o coagulo
sanguineo vai comecar a desorganizar-se, iniciando-se um processo

denominado fibrindlise.

2- Limpeza do defeito

Antes de se iniciar a formacao tecidular ocorre a migracdo de neutrofilos e
macréfagos para o interior da ferida, os quais removem bactérias e tecido
danificad. Em primeiro lugar, atuam os neutréfilos e s6 mais tarde os
macroéfagos. Estes ultimos ndo estdo envolvidos apenas na limpeza da ferida,
mas também libertam fatores de crescimento e citotcinas que posteriormente
promovem a migracdo, proliferacdo e diferenciacdo das células
mesenquimatosas. S6 depois dos residuos terem sido removidos do local e a

ferida se tornar “estéril’, os neutrdfilos sofrem apoptose e 0s seus restos sao
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removidos pelos macrofagos. Seguidamente, os macrofagos abandonam a

zona lesionada.

No local da extragdo, 0 0sso traumatizado das paredes que circunscrevem a
zona lesionada sofrerd necrose e sera removida por meio dos osteoclastos.
Assim, os osteoclastos também participam na fase de limpeza dos tecidos
lesionados.

3- Formacéo tecidular

As células mesenquimatosas e as células semelhantes aos fibroblastos que, a
partir da medula 6ssea, migram para o0 coagulo organizado, comecam a
proliferar e a depositar os componentes da matriz na zona extracelular. Desta
forma, um novo tecido, o tecido de granulacao, ira substituir gradualmente o

coagulo sanguineo.

Posteriormente, este tecido de granulacdo ird ser substituido por tecido
conjuntivo provisorio. A transicdo entre este ultimo e a formacdo de tecido
0sseo ocorre ao longo das estruturas vasculares. Assim, as células
osteoprogenitoras migram e concentram-se nos vasos vizinhos, diferenciando-
se em osteoblastos, os quais produzem uma matriz de fibras de colagénio
imatura. O ostedide é entdo formado e o processo de mineralizacéo inicia-se a
partir da zona central. Ocasionalmente, estas células ficam aprisionadas na
matriz e transformam-se em ostedcitos. O novo osso formado é denominado

0SSO0 imaturo.

4- Modelacao e remodelacao

Ap6s a formacdo do osso imaturo, o tecido mineralizado comeca a ser
novamente formado e renovado. Esta acdo, chamada de remodelacdo 0ssea,
vai permitir a substituicdo de um osso “velho” por um “novo” envolve dois

processos: a reabsorcdo 6ssea e a aposicdo 6ssea. A aposicdo 0ssea € um
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processo de formacdo de novo o0sso através da agdo dos osteoblastos que
produzem novas células 6sseas resultantes de um estimulo, como por exemplo

aguando da movimentacdo dentaria ortodéntica de baixa intensidade.

A modelacédo é o processo que permite a mudanca da arquitetura 6ssea inicial.
Tem sido sugerido que estimulos externos, tal como a carga, sobre o tecido
0sseo podem iniciar a modelacdo. A remodelacéo, por outro lado, representa a
alterac@o que ocorre dentro do tecido 6sseo mineralizado sem uma alteracéo
concomitante da arquitetura desse tecido. O processo de remodelacdo é
importante durante a formacéo 6ssea e quando o0 0sso maduro é substituido
por novo o0sso. Durante a formagcdo Ossea, a remodelacdo permite a
substituicdo do osso primario (0sso imaturo), que apresenta pouca capacidade

de suportar cargas, em 0sso lamelar, que é mais resistente a cargas.

Estes processos ocorrem ao mesmo tempo e séo caracterizados pela presenca

das chamadas unidades 6sseas multicelulares (BMUS).

A BMU é composta por uma area de osteoclastos residindo na superficie do
0Ss0 recentemente reabsorvido — frente de reabsorcédo, uma area contendo
vasos e pericitos e uma camada de osteoblastos presentes na matriz organica
recém-formada — a frente de deposicdo. Estimulos locais e libertacdo de
hormona do controle da remodelacdo Ossea, tais como a hormona
paratiroideia, hormona do crescimento, a leptina e a calcitonina estao
envolvidas no controle e remodelacdo 6ssea. A modelacdo e remodelacao
ocorrem durante toda a vida para permitir gue 0 0sso se adapte aos estimulos

e exigéncias internas e externas [15].

4.1- Modelo de formacéo do tecido 6sseo

A cicatrizagcdo de um alvéolo dentario pds-extracdo pode servir como um
modelo para descrever os eventos tecidulares que levam a formacgéo do tecido

0sseo no defeito do processo alveolar.
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Num estudo efetuado por Lindhe et al. [15] foram extraidos dentes pré-molares
inferiores num grupo de cdaes, tendo sido monitorizadas, por bidpsias, as
cicatrizacdes alveolares obtidas, em varios intervalos de tempo apds a
remocéo dos dentes.

Segundo este estudo, o alvéolo pos-extracional foi inicialmente preenchido por
sangue e formou-se um coagulo no seu interior. As células inflamatérias
migram para o seu interior e o processo de limpeza do defeito é iniciado. O
coagulo é invadido por células mesenquimatosas e por tecido vascular e é
formado um tecido de granulacdo que vai sendo substituido por um tecido
conjuntivo provisorio e é iniciada a formagdo de um novo tecido 0sseo (0Sso
primario). O alvéolo é gradualmente preenchido por esse 0SS0 primario que
posteriormente sofre uma modelacdo e remodelagcédo, transformando-se em

0sso lamelar e medular.

1.3- Definicdo de Regeneracéao

A regeneracao € considerada como a substituicdo dos componentes removidos
ou perdidos no organismo por elementos de igual organizacdo estrutural, de tal
forma que a estrutura e a funcdo sejam restauradas por completo. A
regeneracao fisiologica é distinta da regeneracdo reparadora. Enquanto na
regeneracao fisioldgica ocorre a substituicdo continua de células que morrem e
sdo removidas sem ocorréncia de processo inflamatorio, e elementos
tecidulares, na regeneracédo reparadora ocorre quando os tecidos sao perdidos

por trauma ou doenca [5].

1.3.1 — Regeneracéao Tecidular Guiada
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Os principios da RTG tém como base os estudos realizados em animais desde
0 inicio dos anos 80. Gottlow et al. em 1984, num estudo em macacos,
colocaram membranas a cobrir raizes de dentes. Nos casos em que ocorreu
colapso da membrana, verificou-se a formacdo de cemento na superficie das
raizes. Nos casos em que a membrana permitiu o efeito de tenda, observou-se
a formacdo de osso e de tecido conjuntivo aderido a superficie dentéria,
mesmo em zonas onde nunca tinha existido 0sso. Esta constatacéo sugere que
o principio da RTG também pode ser aplicado com sucesso na regeneracao
0ssea, através da criacdo de uma cavidade que apenas pode ser invadido por
células com capacidade de formacédo O0ssea de 0sso existente [6]. Chama-se
neste caso especifico Regeneracdo Ossea Guiada. O “efeito tenda”,
anteriormente referido, € o espaco virtual criado com a colocacdo de uma
membrana sobre uma determinada superficie. Isto s é possivel genericamente
de trés formas: ou através de uma membrana rigida, ndo reabsorvivel, a qual €
moldavel a forma que pretendemos, ou pela colocacdo de material de
preenchimento 6sseo, de forma a evitar o colapso das membranas nao rigidas,
ou se a anatomia do defeito 6sseo ou a presenca de, por exemplo, um implante
permitam suster a membrana nao rigida de forma a manter o espaco para

regeneracao dssea.

1.3.1.1- Estudos de experimentacédo animal

Muitas vezes os termos RTG e ROG séo confundidos e usados como
sindbnimos ou de forma inadequada. Enquanto que a RTG é a regeneracgao do
aparelho de sustentacdo periodontal, onde se inclui o cemento, ligamento

periodontal e osso alveolar, a ROG envolve apenas a formacao 6ssea [5].

A aplicacdo dos principios da RTG para ROG foi pela primeira vez introduzida
por Dahlin et al., em 1988, num estudo experimental em ratos. Foram criados
defeitos transmandibulares bilaterais com 5mm de didmetro. Os locais de teste
foram cobertos com uma membrana de forma a que houvesse apenas

migracao de células a partir do osso mandibular e, a0 mesmo tempo, evitar que
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o tecido fibroso proliferasse para o defeito. Os locais de controlo foram
deixados sem membrana. No local de teste verificou-se, ap0s seis semanas de
regeneracao, a formacéo quase completa de 0sso, quer por visualizacao direta,
guando do descolamento dos tecidos, quer por estudo histoldgico. Por outro
lado, os locais de controlo apresentaram defeitos residuais transmandibulares,
apesar de em alguns se ter observado diminuicdo do didmetro apdés nove
semanas, devido ao facto dos tecidos moles terem invadido os defeitos,
impedindo as células de regeneracao de ocupar o0 espaco vazio [17].

Kostopoulos e Karring (1994) obtiveram resultados semelhantes, em modelos
experimentais com ratos, nos quais foram criados defeitos mandibulares
padronizados cobertos, por sua vez, com uma membrana reabsorvivel. O ramo
mandibular foi exposto dos dois lados e foi criado um defeito com 2x3mm no
bordo inferior. Os defeitos foram cobertos com uma membrana reabsorvivel,
enquanto que os lados contralaterais se mantiveram descobertos. As amostras
revelaram que houve um preenchimento minimo nos defeitos controlo,
enquanto que nos defeitos teste cobertos com membrana cicatrizaram por
completo. A nivel histoldégico, a regeneracédo 6ssea apenas ocorreu no primeiro
més apos a cirurgia, atingindo uma regeneracdo de 48% do defeito em 180
dias nos controlos, enquanto que nos lados teste essa regeneracao ocorreu em

85% da profundidade do defeito no mesmo periodo de tempo [18].

1.3.1.2- Aplicacdes Clinicas em Medicina Dentaria

Com os diversos trabalhos efetuados em modelos animais, foi possivel
transpor para o humano diversas aplicacdes dos estudos de ROG com a
utiizacdo de membranas, de modo a produzir resultados previsiveis no
tratamento de situacdes como o encerramento de defeitos 0sseos alveolares, 0

aumento do rebordo alveolar, as deiscéncias e fenestracdes dsseas alveolares
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associadas aos implantes ou a colocacdo de implantes imediatos a extracao
dentéria [15].

1.3.1.2.1- Encerramento do defeito 6sseo alveolar

Quando existe um defeito 6sseo com bordos bem definidos, basta a colocacdo
de uma membrana rigida, como, por exemplo, uma membrana de PTFEe, para
conseguirmos obter regeneracéo 0ssea nesse local [15]. Com a utilizacdo de
membranas nao rigidas, sera aconselhavel a colocacdo de um material de
preenchimento 6sseo, ou qualquer outra forma de manter o espaco para evitar

o colapso da membrana.

1.3.1.2.2- Aumento do rebordo alveolar

Relativamente aos rebordos 0sseos alveolares, o volume 6sseo € muitas vezes
insuficiente para a colocacdo de um implante, sendo necessario proceder a um
aumento desse mesmo rebordo. Ao contrario dos defeitos 0sseos delimitados
por paredes Osseas que garantem a manutencdo do espaco isolado,
exclusivamente para que as células osteogénicas possam proliferar, no caso
de um maxilar atrofico, tal espaco tera de ser criado para 0 aumento da crista

Ossea.

Uma série de casos e estudos clinicos [8, 10, 19-23] foram iniciados para
desenvolver um protocolo cirdrgico promovendo resultados previsiveis no
tratamento do aumento localizado de rebordos e, que permitiram,
posteriormente, validar a técnica [5]. Em todas estes estudos experimentais foi

colocada uma membrana de PTFEe intimamente adaptada a superficie 6sseas
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em redor dos defeitos e fixada com pinos ou parafusos de fixagcdo, enquanto
gue o espago sob a membrana foi mantido por meio de um parafuso
desenhado especialmente para suporte (Memfix®, Straumann Institute,
Waldenburg, Suica) [5]. Para evitar o colapso da membrana, foram colocados
enxertos de 0sso autélogo como suporte das membranas. A experiéncia clinica
teve resultados excelentes que foram apresentados num relatério metedolégico

[20, 21]. Os critérios essenciais para 0 sucesso desta técnica séo:

a. conseguir uma cicatrizagdo primaria do tecido mole, para evitar a
exposicdo da membrana pela utilizacdo da técnica de incisdo
lateral,

b. criacdo e manutencdo de um espaco isolado sob a membrana
para evitar o seu colapso, pela utlizacdo de um suporte
apropriado para a membrana, com ou sem enxertos 0sseos e/ou
materiais osteocondutores;

c. estabilizacdo e uma firme adaptacdo da membrana no osso de
suporte para impedir o crescimento de células concorrentes nao-
osteogénicas para dentro da area do defeito, com a utilizacéo de
parafusos ou pinos de fixacao;

d. permitir um periodo adequado de cicatrizacdo de pelo menos 6-7
meses, para se obter uma completa regeneracdo e maturagéo

ossea.

A técnica preconizada envolve a combinacdo de um retalho dividido com um
retalho total mucoperiésseo estendendo-se entre os dentes adjacentes ao
defeito. Deve haver precaucdo com a incisdo inicial no local sobre o tecido
0sseo intacto distante do defeito 6sseo. Nao deve ser feita incisdo vertical no
local, devendo as incisfes estender-se dentro do sulco gengival dos dentes

adjacentes.

Ap6s a elevacdo do retalho, o tecido mole no interior do defeito é
cuidadosamente removido. A barreira (membrana) é ajustada e adaptada para
cobrir o defeito 6sseo e 3-4 mm do 0sso intacto circundante, mas evitando

contacto com o0s dentes vizinhos, se se tratar de uma membrana néo
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reabsorvivel. Com as membranas reabsorviveis, como por exemplo as de
colagénio, este problema ja ndo se coloca. Em situacdes em que ha risco de
colapso da membrana para o interior do defeito, devem ser colocados pinos de
fixagdo ou miniparafusos para suportar a membrana, mantendo isolado o

espaco criado.

O osso cortical que reveste o defeito é perfurado até ao osso medular
subjacente. Os retalhos mucoperiésseos sdo  subsequentemente
reposicionados e firmemente suturados. O controlo pés-cirdrgico da placa
bacteriana inclui dois bochechos diarios com clorohexidina. Deve-se ter
cuidado para ndo tocar ou pressionar a area cirdrgica enquanto se utiliza a
protese temporaria. O ideal € recorrer a uma ponte fixa do tipo Maryland. A
sutura € removida apos 14 dias. A nova abordagem cirargica é feita passados

6-8 meses.

1.3.1.2.3- Deiscéncias e fenestracdes 0sseas alveolares associadas aos

implantes

Uma deiscéncia no implante é definida como uma exposicdo do implante,
desde o topo até ao ponto onde o implante esta totalmente coberto por osso. A
fenestracdo do implante ou janela da superficie exposta do implante resulta de
uma largura vestibulo-lingual de osso alveolar insuficiente ou de uma inclinacao

inadequada, no momento da colocacéo do implante.

Jovanovic et al. (1993) avaliaram o potencial de regeneracdo 6ssea em locais
de implantes com deiscéncia, num estudo clinico com 11 doentes. Foram
estudados 19 implantes de titdnio com roscas expostas. Foi colocada uma
membrana sobre o local dos implantes expostos e presa com o parafuso de
fecho do implante, com o objectivo de se criar um espaco isolado para a
formacdo Ossea. De seguida, os implantes foram totalmente cobertos pelos
retalhos. A avaliacdo clinica do tratamento foi feita 4, 5 e 6 meses apos a
cirurgia inicial. Catorze dos 19 locais de implantes com deiscéncia

apresentaram 100% de preenchimento &ésseo no espaco criado pela
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membrana. Além disso, também ocorreu aumento do rebordo alveolar nesses
locais. No entanto, nos casos em que a membrana e o implante ficaram
expostos, ocorreu uma regeneracao 6ssea minima. No periodo de seis a 12
meses apOs a conexdo da protese, 12 dos 19 implantes foram avaliados
radiograficamente e foi medida uma perda 6ssea média de 1,73mm [24].

1.3.1.2.4- Colocacao de implantes imediatos a extracao dentaria

A colocacao de implantes no momento da extracdo de um dente é apelidada de

“colocacao de implante imediato”.

Diversos autores tém descrito a colocacdo de implantes nos alvéolos pos-

extracionais e um aumento desses locais com membranas [8, 11, 14].

Num estudo clinico prospectivo multicéntrico (Becker et al. 1994) foram
avalidados implantes que foram colocados nos alvéolos de dentes extraidos e
tratados por RTG [25]. Dos 49 implantes, trés foram perdidos por receberem
carga. Esses implantes apresentaram uma exposi¢cao prematura da membrana.
Apo6s 3 anos, 93,9% dos implantes permaneciam funcionais. A formacao 6ssea
adjacente aos implantes esta relacionada com a retencdo da membrana. Os
locais onde ndo ocorreu exposicdo da membrana apresentaram uma grande
guantidade de preenchimento 6sseo no alvéolo (média de 4,8mm) quando
comparados com o0s locais onde as membranas ficaram expostas

prematuramente e foram removidas (média de 4,0mm).

Mais recentemente, num estudo efetuado por Rosenquist & Grenthe (1996),
109 implantes Nobel Biocare colocados imediatamente em alvéolos pos-
extracionais foram avaliados por um periodo maximo de 5,5 anos (média de 2,5
anos) apos o tratamento. A taxa de sobrevivéncia dos implantes foi de 94% e a

taxa de sucesso de 92% [26].
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1.3.2 — Regeneracéo Ossea Guiada

A perda éssea alveolar, seja por doenca periodontal, edentulismo prolongado
ou por trauma, limita muitas vezes a possibilidade de reabilitagdo oral com
implantes. A técnica de ROG é muito utilizada para o tratamento de defeitos
6sseos alveolares. E baseada no conceito da utilizacdo de uma barreira para
criar um espaco para o qual as células originarias do tecido 6sseo possam
crescer sem a migracao ou interferéncia das células de rapido crescimento do
tecido conjuntivo ou tecido epitelial [5, 6, 27]. Muitas técnicas de aumentos
laterais da crista 0ssea alveolar tém sido sugeridas de modo a contornar este
problema, aumentando o osso em largura. Entre estes, a ROG tem sido
largamente utilizada. A ROG envolve a colocagéo de uma barreira de modo a
prevenir a invasao de células, ndo formadoras de osso, dos tecidos moles
adjacentes para dentro do defeito e a0 mesmo tempo vai permitir que haja
tempo e espaco para que as células osteogénicas preencham o defeito
[28],[29],[30],[31]. Esta técnica, chamada de regeneracao 6ssea guiada (ROG),
foi introduzido ha mais de duas décadas[17] e provou ser (til no crescimento de
um volume Osseo necessario e adequado para cobrir na totalidade os
implantes [32]. Na ultima década passou a ser o procedimento standard para o
tratamento de defeitos dsseos a volta de implantes. Segundo Dahlin et al., o
conceito basico da regeneracdo Ossea guiada envolve a colocacdo de uma
membrana para proteger o coagulo e criar um espaco em redor do defeito
0sseo, permitindo as células formadoras de osso migrarem sem competicao

por células de outros tecidos [17].

Vérias revisfes sistematicas tém confirmado a efetividade das técnicas de
ROG para aumento das dimensdes das cristas 0sseas alveolares atréficas [33-
35].

Nos ultimos 10 anos, a técnica de ROG tornou-se o padrao de tratamento para
a regeneracdo de defeitos 0sseos localizados nos doentes com implantes.
Aghaloo e Moy (2007) demonstraram, numa revisao sistematica, que implantes

colocados em conjunto com o procedimento de ROG possuem taxas de
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sobrevivéncia favoraveis e que este procedimento é a Unica técnica cirurgica
bem documentada, entre as diversas técnicas utilizadas para o aumento

localizado do rebordo [36].

O procedimento de ROG selecionado deve tentar sempre preencher o0s
objetivos primarios e secundarios numa determinada situacdo clinica. Os
objetivos priméarios da ROG sao a obtencdo de uma regeneracdo 6ssea bem-
sucedida na area do defeito, com alta previsibilidade e baixo risco de
complicacdes. Os objetivos secundarios sdo a obtencdo de um resultado bem-
sucedido com menos intervencgdes cirdrgicas, a baixa morbilidade para o

doente e periodo de cicatrizagédo reduzido [5].

1.4 — Materiais utilizados para regeneracdo em Medicina Dentaria

1.4.1 - Membranas: materiais e funcéo

Na cirurgia Ossea reconstrutiva, uma barreira é usada para impedir a
invaginacdo de tecido conjuntivo nos defeitos 0sseos. Ao colocarmos uma
membrana sobre um defeito 6sseo, aquele fica em contacto direto com a
superficie do tecido ésseo circundante, mantendo o peridsteo na superficie
externa da membrana. O retalho mucoperiésseo deve ser reposicionado e
suturado, criando-se um espaco onde apenas as ceélulas do osso adjacente

podem migrar [5].

O uso de membranas tornou-se o padrdo de tratamento nos procedimentos
cirargicos na ROG e na RTG na cavidade oral, para o tratamento dos defeitos
0sseos peri-implantares e periodontais, assim como nos procedimentos de

aumento ésseo antes ou simultaneamente a colocacdo dos implantes [32, 37].

Varias investigacfes experimentais e estudos clinicos tém avaliado o impacto
biolégico de diferentes membranas reabsorviveis e nao reabsorviveis e de

substitutos 6sseos para permitir a regeneracdo de defeitos criticos [38-43].
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Uma membrana, para servir como barreira fisica entre células, tem de
preencher uma série de requisitos, tendo em conta o objetivo que se pretende,
alcancar com o seu uso. Tem de funcionar como barreira tecidular, impedindo a
invasdo de células provenientes dos tecidos moles circundantes; tem de ser
biocompativel e estavel [32, 44], de permitir a integracdo tecidular, de ser
permeavel aos nutrientes, de ter a capacidade de manter espaco e também de
ser de facil utilizacao clinica [32].

Na prética clinica, a regeneracdo tecidular necessita normalmente de ser
guiada para resultar numa nova e funcional fisiologia. Na implantologia, por
exemplo, as membranas ajudam a repor o tecido 6sseo através da manutencao
de espaco para o crescimento 0sse0 e para prevenir a competicdo entre a
regeneracdo Ossea e a penetracdo dos tecidos moles [17], ou seja, na

separacao da area a regenerar e 0s tecidos moles adjacentes.

No caso de membranas reabsorviveis, estas tém varios tempos de reabsorcao.
No entanto, para que haja tempo para as células osteogénicas promoverem a
regeneracao 0ssea, as membranas tém de ter um tempo minimo de atuacao de

cerca de 3-4 meses.

Hoje em dia, encontramos no mercado uma vasta oferta de membranas, com
materiais de distintas origens e composicbes, e com diversos tipos de

apresentacoes.

No que respeita as membranas nao reabsorviveis, sdo exemplo as de
politetrafluoretileno expandido (PTFE-e) com e sem malha de titanio no interior.
Estas membranas tendem a ficar expostas, precisam de uma segunda cirurgia
para a sua remocdo e podem induzir reacdes celulares graves [45, 46]. Por
isso, as membranas reabsorviveis tornaram-se uma alternativa viavel, uma vez

gue ndo estdo associadas a estes problemas [47, 48].

Sao varios os materiais utilizados no fabrico destas membranas, entre os quais,
a duramater (de origem animal), o acido polilactico e poliglicélico, e o
poliuretano[49], para além das mais comuns e divulgadas membranas de

colagénio.
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Hoje em dia, as membranas reabsorviveis feitas de colagénio tornaram-se num
standard, numa série de situagBes clinicas [48, 50-52]. No entanto, quando
comparadas com as membranas ndo reabsorviveis, revelaram piores
resultados a nivel da preservacdo do osso marginal na regeneragdo peri-
implantar [53].

Varios estudos animais e clinicos demonstraram ganhos no osso marginal,
utiizando membranas reabsorviveis em combinacdo com material de
preenchimento osteocondutor, o qual evita o colapso das membranas [53-57].
De acordo com estas investigacfes, ha dois atributos principais que séo
desejaveis; a funcéo de barreira e a manutencdo do espaco [40].

As membranas de colagénio, sendo as membranas reabsorviveis com maior
expressao no mercado, falham na falta de rigidez para manutencéo do espaco
e tendem a colapsar[55]. Outra desvantagem € que as membranas de
colagénio sao pré-fabricadas em tamanhos standartizados e precisam de ser
adaptadas a morfologia do local recetor[40]. Desta forma, a individualizacdo da
forma e tamanho consome tempo e complica o procedimento, o que limita o

uso de membranas no dia-a-dia da pratica clinica[58].

O colagénio pode ter varias origens, sendo as mais comuns e que Sao
comercializadas, as de origem bovina, porcina e equina. Os estudos mais
atuais focam-se no uso de produtos derivados de colagénio bovino ou porcino
tipo | e tipo Il [37]. Devido ao risco de transmissdo de agentes infeciosos nao
poder ser totalmente excluido dos produtos de origem animal, foram
desenvolvidas barreiras sintéticas feitas de acido polilactico ou poliglicélico
(PLA) [40, 59].

Algumas das vantagens do colagénio sobre outros materiais incluem a
capacidade hemostatica, o que permite uma estabilizacdo da cicatrizacdo mais
precoce, as propriedades quimiotaticas, o que permite atrair fibroblastos, e

alguma permeabilidade para facilitar a transmissao de nutrientes [60-62].

A maior desvantagem da membrana de colagénio é a sua rapida

biodegradacdo, por accdo enzimatica dos macréfagos, dos leucdcitos
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polimorfonucleares e das bactérias periodontopéticas, resultando numa pior
resisténcia da membrana ao colapso e comprometendo, assim, a ferida
operatéria[61-63].

As ligacdes cruzadas quimicas e enziméticas dos colagénios tipos | e Il de
origem bovina e porcina oferecem uma biodegradacdo mais prolongada, mas,
em contrapartida, estdo associadas a reacdes de corpo estranho pronunciadas,
assim como, a uma diminuicdo da integracdo tecidular e vascularizacao
transmembranosa [61, 62, 64, 65].

Mais recentemente tém sido estudadas membranas feitas de hidrogel de
polietileno glicol (PEG). Os hidrogéis feitos de PEG preenchem uma série de
critérios necessarios para servir como membranas sintéticas formadas in situ
[39].

1.4.1.1 — Membranas nao reabsorviveis: materiais e aplicabilidade

As membranas nao reabsorviveis mais difundidas no mercado sdo as
fabricadas em PTFE-e. Muitas vezes estas membranas tém associado no seu
interior uma rede de titanio, que Ihes confere rigidez, mas com algum grau de
maleabilidade. A rigidez permite fazer o efeito de tenda, sendo eventualmente
desnecessarios 0s substitutos 6sseos[5]. Por sua vez, a maleabilidade permite

uma adaptacao o mais proxima possivel do desejado.

No passado, a utilizacdo de membranas ndo reabsorviveis de
politetrafluoretileno expandido (PTFE-e) provou serem efetivas na ROG [13, 19,
66, 67]. O sucesso destas membranas tornou-as no gold standard na ROG [68,
69]. No entanto, a exposicdo de membranas e a inflamacdo que provocavam,
resultando em deiscéncias do tecido mole e comprometendo a regeneracao

0ssea, foram reportadas por varias vezes em diversos estudos [25, 66, 67, 70-
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72]. Assim, era cada vez mais necessario encontrar membranas que

colmatassem estas falhas.

1.4.1.2 — Membranas reabsorviveis: materiais e aplicabilidade

Nos finais da década de 90, as membranas ndo reabsorviveis comecam a ser
trocadas por reabsorviveis, no sentido de evitar uma segunda cirurgia para a
referida remocdo da membrana [5, 73]. Face aos problemas gerados pelas
membranas ndo reabsorviveis, surgiram no mercado as membranas
reabsorviveis de colagénio, as quais, devido a boa integracdo nos tecidos
moles [64], vieram a ser as mais divulgadas em termos de membranas
reabsorviveis na ROG [5, 32].

Uma outra questéao relativa as membranas e que lhes é comum, prende-se com
o fato do seu fabrico terminar antes de serem aplicadas ao doente.
Consequentemente, todas elas sao fabricadas em tamanhos e formas
standards e precisam de ser adaptadas para a situacdo de cada doente [39,
44, 74-76]. De forma alternativa, pode-se criar uma membrana diretamente
para um determinado defeito durante a cirurgia, utilizando um material diferente
dos anteriormente referidos [39]. Especialmente para morfologias mais
complicadas, ou locais de dificil acesso, uma membrana liquida formada in situ,

ofereceria um conjunto de vantagens [44].

Neste sentido, foram desenvolvidas e investigadas varias membranas
reabsorviveis feitas de colagénio ou acido poliglicélico e/ou polilactico [39, 40,
75]. Tendo em conta os bons resultados parcialmente baseados no baixo grau
de complicacbes, as membranas reabsorviveis comecaram a ser aceites como

o standard para a maioria das situagdes clinicas [5, 39, 74].

Uma destas membranas, feita de PLA dissolvido em N-metil-2-pirrolidona

(NMP) (Atrisorb®), foi testada por diversos autores [77-79]. Esta membrana é
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aplicada sob a forma de um liquido, eliminando, assim, a adaptacdo prévia e
manipulacdo das membranas pré-fabricadas. Esta membrana de PLA
demonstrou ter boa resposta tecidular, biocompatibilidade e ser eficaz como
barreira na promocao de regeneracdo 6ssea em defeitos periodontais [78].

Além disso, estudos feitos por Rosen & Reynolds, em 2001, demonstraram o
sucesso destas membranas na ROG em deiscéncias e fenestracdes O0sseas
[80] .

Num estudo efetuado por Strietzel et al., em 2006, ficou demonstrado que as
membranas reabsorviveis e biodegradaveis eram eficazes na prevencdo da
penetragéo tecidular do tecido conjuntivo, mas falham na manutencdo do

espaco [55], um dado também corroborado por Buser et al.[5].

1.4.1.2.1 - Membrana de Polietileno Glicol

Mais recentemente, diferentes estudos introduziram um hidrogel feito de PEG
para a utilizacdo em regeneracdo 0ssea [39, 81]. Atualmente é aplicado em
diversas aplicacbes farmacéuticas (Zalispky & Harris 1997), como, por
exemplo, componente de anestésico tépico (Xilonibsa®, Lidocaina em spray,
Inibsa), e para dispositivos médicos, como por exemplo, penso dérmico em
spray [82], barreira adesiva em procedimentos abdomino-pélvicos[83], como
penso para aumento da retencdo da sutura da duramater apos cirurgia cranio-
encefalica[84] e como selante para fissuras a volta das suturas em vasos
sanguineos naturais ou artificiais[85]. Mais tarde, foram feitos significativos
esforcos de investigacdo no sentido da utilizacdo de hidrogéis de PEG
biodegradavel para penetracdo tecidular e libertacdo controlada de produtos
bioldgicos ativos [81, 86-88].

Os hidrogéis feitos de polietileno glicol (PEG), preenchem os critérios

necessarios para servir de membrana sintética formada in situ. Varios estudos
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demonstram que o PEG é altamente biocompativel [39, 44, 75, 76],
biodegradavel e é uma barreira celular, indo, assim, ao encontro dos requisitos

para servir como membrana [39, 44].

Em 2006, num estudo realizado em coelhos, Jung et al. demonstraram que a
membrana de PEG pode ser utilizada com sucesso como uma membrana
biodegradavel para ROG em defeitos ndo criticos. Apés quatro semanas, a
membrana estava ainda presente, ndo sendo observado qualquer tipo de
reacdo tecidular e as analises histomorfométricas demonstraram quantidades
semelhantes de osso formado, comparativamente com as membranas standard
de PTFEe. Ao contrario da membrana de PTFEe, a membrana de PEG ficou
em geral bem adaptada ao defeito 6sseo, ndo necessitando qualquer tipo de
parafusos para estabilizagcdo da mesma [39].

Num estudo animal elaborado por Wechsler et al. (2008), foi testada a funcéo
de barreira do PEG ap0Os colocacdo subcutdnea em ratos. As andlises
histolégicas revelaram prevencdo da penetracdo celular acima dos quatro
meses [44]. Herten et al. (2009) referem que a duracdo da membrana pode

alcancar os quatro a seis meses [76].

Thoma et al. (2008), num estudo que efetuaram em ratos, demonstraram que a
membrana de PEG utilizada no estudo para cobrir um defeito ésseo, evitou o
colapso dos tecidos moles, tendo obtido um resultado semelhante a membrana
de acido polilactico. A combinacdo de esponja de colagénio e a membrana de
PEG demonstrou menor infiltracdo tecidular aos 10 dias e promoveu mais

formacédo 6ssea aos 21 dias[40].

Em 2008, Jung et al., num estudo realizado em cées, demonstraram que a
membrana de PEG era segura e ndo provocava reacao tecidular significativa,
comparativamente com a de colagénio. Ambas as membranas revelaram

guantidades semelhantes de neoformacao 6ssea [59].

Num ensaio clinico randomizado com 37 doentes, em que comparou a
utilizacdo de uma membrana de PEG com uma membrana standard de

colagénio, para avaliar o crescimento 6sseo vertical em defeitos preenchidos
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com 0sso bovino, 0 mesmo autor demonstrou que ambas as membranas se
comportaram de maneira semelhante em relacdo a quantidade de situacfes
resolvidas. No entanto, a membrana de PEG revelou mais complicacbes no
tecido mole do que a de colagénio. E, contudo, mais facil e simples de

manipular, o que se traduz num menor tempo de aplicagao [74].

Humber et al. (2010), num estudo realizado em coelhos, demonstraram que
apesar das propriedades de barreira do hidrogel de PEG, € necessério ter
algum cuidado com o seu uso na ROG, quando esta envolve defeitos sem
suporte, pois ocorre o colapso dos tecidos[75].

Num outro estudo, Schwarz et al. (2011) procuraram testar, em caes, a
influéncia de duas membranas e dois tipos de material de regeneracao
misturado com 0sso autologo para ROG e na osteointegracdo de implantes de
titnio [89]. Num idéntico estudo, Mihatovic et al. (2011) testaram, também em
caes, duas membranas reabsorviveis e dois tipos de material de regeneracao
O0ssea, 0sso autologo e fosfato de calcio bifasico na osteointegracdo de
implante. Ambos os estudos demonstraram que todos os métodos utilizados na
investigacdo resultaram em regeneracdo Ossea. No entanto, as andlises
histoldgicas evidenciaram um aumento dos valores da area tratada nos locais
regenerados com PEG, comparativamente com 0s correspondentes locais

regenerados com membrana de colagénio [89, 90].

Wehrhan et al. (2012) fizeram um estudo com vista a verificar se uma matriz de
PEG seria apropriada como transportadora celular de BMP-2 num modelo
animal, em defeitos cranianos de porcos. Foram utilizados dois tipos de PEG:
matriz de PEG, cuja degradacdo se da em 10 dias, e membrana de PEG, cuja
degradacdo se da em 120 dias. Esta ultima apenas foi colocada num dos
grupos em estudo. Os animais foram sacrificados as duas, quatro e 12
semanas. Verificou-se que a membrana de PEG se manteve no local, sem

sinais de perda de integridade apds as 12 semanas [91].

Mais recentemente, Ramel et al. (2012) procuraram determinar se uma
membrana de PEG poderia proporcionar resultados clinicos e radiogréaficos

semelhantes a uma membrana de colagénio, ambas na combinacdo de
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material de suporte da membrana, em periodos de controlo de um e trés anos.
O estudo envolveu doentes a necessitar de tratamento com implantes e com
defeitos 6sseos consideraveis a nivel posterior, em ambos os maxilares. Os
defeitos a volta dos implantes foram preenchidos com o0sso bovino
desproteinizado e coberto com a membrana de colagénio ou com a membrana
de hidrogel de PEG. A reentrada cirargica foi feita aos seis meses para
colocacédo de proteses provisorias parciais fixas. Os doentes foram examinados
clinica e radiograficamente ao fim do primeiro ano e do terceiro apds a
reentrada. A sobrevivéncia dos implantes foi de 100% e os tecidos
periimplantares estavam saudaveis, sem diferencas entre os dois grupos. O
estudo demonstrou que a membrana de hidrogel de PEG foi tdo eficaz como a
de colagénio no tratamento de deiscéncias a volta dos implantes apds um

periodo de 1 e 3 anos [92].

Zambon et al., também em 2012, avaliaram histologicamente o efeito da carga
sobre osso regenerado em deiscéncias a volta de implantes quando tratados
numa abordagem combinada de osso de regeneracdo e ROG. O estudo foi
feito em 12 “mini pigs” da raca Gottingen, estando divididos em 3 grupos, dois
teste e um controlo. Num dos grupos teste, foi colocado apenas substituto
6sseo sintético, Straumann Bone Ceramic®, SBC, Straumann AG, e no outro
grupo foi conjugada a colocacdo SBC com uma membrana de PEG
(Straumann MembraGel®, Straumann AG). No grupo controlo deixou-se a
deiscéncia sem qualquer tratamento. Nalguns implantes foram colocados
parafusos de cicatrizacdo altos para simular as cargas. Foi feita analise
histolégica dois meses apos a cirurgia. Em termos de formacédo é6ssea, 0s
locais tratados com SBC e membrana de PEG exibiram os valores mais

elevados de area de 0sso regenerado [31].

Para além dos aspetos referidos anteriormente, a integracdo tecidular dos
hidrogéis de PEG é determinante para 0s objetivos a que se destina. Esta
integracdo tecidular pode ser melhorada através da adicdo da sequéncia de
arginina-glicina-acido aspartico (RGD), a qual é reconhecida por varios tipos de
células para a cicatrizacdo tecidular, incluindo macrofagos, fibroblastos,

linfécitos, plaquetas e células endoteliais, durante a interagcdo com os recetores
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de integragdo da membrana extracelular [93, 94]. Por outro lado, PEG
modificado com RGD, contendo péptidos com ligacdes covalentes da hormona
paratiroide, provou aumentar a regeneracdo 0ssea a um nivel equivalente ao

0sso0 autdégeno [95, 96].

O principio da formacao in situ do hidrogel de PEG é baseado nas ligacdes
cruzadas de dois componentes de PEG através dos seus grupos terminais
reativos. A reacao de ligacdes cruzadas processa-se rapida e seletivamente
com um pH e da temperatura fisiolégicos, formando uma rede de ligacfes éster
hidrolizaveis [88]. Apesar disso, a hidrdlise esta principalmente dependente no
pH e temperatura, e a sua taxa pode ser influenciada pela composicao dos
seus componentes de PEG [76].

Um estudo de Herten et al. (2009) investigou o padréo da integracao tecidular
imunohistoquimicamente, a angiogénese transmembranar e a subsequente
biodegradacdo de diferentes tipos de hidrogéis de PEG, com diferentes
concentracfes e modificados com aminoacidos, comparativamente com uma
membrana de colagénio. Este estudo demonstrou que os hidrogéis de PEG
modificados revelaram uma elevada biocompatibilidade, a qual foi facilmente
identificada por uma integracdo tecidular inicial sem distarbios, assim como
pela auséncia de sinais de reacOes inflamatdrias no tecido conjuntivo
adjacente. Os autores puderam concluir que todas as modificacbes de PEG
investigadas no estudo obtiveram uma biocompatibilidade equivalente a das
membranas de colagénio [76]. Resultados semelhantes foram ja referidos num
estudo de Wechsler et al. (2008), que concluiu haver uma elevada integracéo
tecidular e que a biodegradacado dos hidrogéis esta dependente na composicéo
do PEG [44].

1.4.2.2.2 - Propriedades quimicas do PEG

O PEG, na sua forma mais comum, € um poliéter linear ou ramificado com

terminacéo de grupos hidroxilo, possuindo quimicamente a seguinte formula:
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HO—(CH,CH0)—CH,CH,—OH

O PEG ¢ sintetizado por uma polimerizacao aberta do anel anionico de éxido
de etileno iniciado pelo ataque de um ido hidroxido no anel epéxido [97]. E,
portanto, um polimero formado pela conjugacdo de varios mondmeros de

etileno glicol.

1.4.2.2.3 - Membrana de hidrogel de PEG Straumann® MembraGel

O Straumann® MembraGel é uma membrana sintética, estéril e degradavel que
se destina a utilizacdo Unica num doente. E constituido por dois liquidos de
polietileno glicol (PEG) que depois de estarem misturados formam um hidrogel.
Este hidrogel € aplicado como um liquido viscoso e gelifica no local de
aplicacdo dentro de aproximadamente 20 a 50 segundos. Atua como barreira
gue inibe as células ndo osteogénicas do tecido mole que se localiza por cima
do defeito, apoiando assim a regeneracao do osso alveolar. A degradacao do
Straumann® MembraGel por hidrélise é iniciada durante a cicatrizagdo normal
da ferida. Este produto deve ser conservado no frigorifico a uma temperatura
de 2 a 8°C. O volume de aplicacédo deste gel é de 0,8ml par uma cobertura de

aproximadamente cinco a sete cm?.

Indicacdes de utilizacéo
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E usado como membrana para fixagdo do substituto 6sseo e para apoiar a
regeneracao e integracdo dos componentes do tecido oral nos procedimentos
de regeneracdo Ossea guiada, o que inclui o tratamento cirargico de defeitos
peri-implantares, defeitos 6sseos e rebordos alveolares insuficientes e alvéolos

de extracéo.

Componentes

O Straumann® MembraGel é apresentado sob a forma de seringas. Cada kit
contém duas seringas de vidro, cada uma com um componente PEG (PEG A e
PEG B) e montada num suporte de plastico, duas seringas de plastico, cada
uma com um Ativador (Ativador A e Ativador B), num suporte de plastico e uma
ponta aplicadora de auto mistura.

O componente PEG A contém um corante azul biocompativel que é
responsavel pela cor azul-turquesa da mistura final dos componentes e que
assegura um controlo visual da aplicacdo. O tecido mole em contacto com o

hidrogel ndo ira sofrer uma descoloracdo permanente.

Uma vez iniciada a aplicacédo, o material que se encontra na ponta do aplicador
também ira gelificar se permanecer ai mais de 20 segundos, por isso, a

aplicacdo deve realizar-se de forma continua, se possivel, sem interrupgao.

Instrucdes de utilizacdo

Para facilitar o manuseamento e acelerar a gelificacdo € vantajoso que todos
0s componentes tenham atingido a temperatura ambiente antes de comecar o
processo de mistura, o que pode levar até 30 minutos depois de terem sido
tirados do frigorifico. O hidrogel deve ser utilizado nos 45 minutos seguintes ao
inicio do processo de mistura. A mistura dos componentes PEG e respetivos

ativadores sdo misturados a medida que o conteudo de uma seringa é
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totalmente inserido na outra, o que tem de ser feito pelo menos 15 vezes para
garantir uma mistura completa e homogénea. Depois da mistura, os PEGs
diluidos tém de ser transferidos para o dispositivo dos componentes PEG.

ApoOs a gelificac@o, o material previne a penetracéo celular e o contacto direto
dos tecidos. A partir de um certo momento, aproximadamente 120 dias, o
hidrogel atinge um nivel de degradacao, por hidrélise, em que a funcdo de
barreira celular deixa de ter efeito. Os produtos de degradacao, consistem em
PEG’s soluveis em agua excretaveis por via renal [44]. Segundo Herten et al.
(2009), o tempo para ocorrer a biodegradacdo e perda do volume de
estabilidade das membranas de PEG pode variar entre as 16 e as 24 semanas,
segundo o estudo que efetuou em ratos [76].

2- Estudos em modelo animal; ratos Wistar

Grande parte da experimentacdo de novos produtos com vista a aplicacao
humana é feita previamente em animais. Em termos de experimentacdo de
materiais dentarios, nomeadamente implantes e produtos de regeneracao
0ssea, sdo utilizados animais de pequeno porte, como os caes [56, 59, 77, 78,
89, 90, 98-102], porcos [31, 40, 91], macacos [6, 28] coelhos [39, 46, 75, 96,
103-107] e ratos [44, 76, 108-116]. Dependendo do objeto de estudo e,
principalmente, tendo em conta o tamanho desse mesmo produto, s&o
utilizados os animais mais adequados. E exemplo disso a utilizacdo de cées
para estudos com implantes [28, 46, 50], quando se quer obter uma simulacao
da cavidade oral em termos de cargas mastigatorias e/ou a acao de bactérias.
Ja em estudos de regeneracdo 0ssea ou tecidular guiadas, podem ser usados
animais de menor dimensdo, de forma a racionalizar o sacrificio de animais
maiores. Consequentemente, € possivel racionalizar 0s custos inerentes ao
estudo, no seu todo, desde a compra, passando pela manutencéo e posterior
sacrificio e tratamento das pegas para estudo dos animais. Nestes casos, a

experimentacdo é feita em diferentes locais anatomicos, que ndo a cavidade

53



Membrana reabsorvivel de hidrogel de polietileno glicol na regeneragéo 0ssea guiada:

estudo caso controlo em ratos

oral, por ser demasiado pequena para executar o trabalho de forma rigorosa ou
mesmo para trabalhar. Exemplos de locais alternativos séo a calote craniana
do coelho [39, 75, 103], ou o dorso de ratos [44, 76]. Assim, grande parte dos
estudos de membranas e substitutos 6sseos séo, atualmente, executados em

coelhos, “mini-pigs”, porquinhos da india e ratos.

Através da pesquisa de estudos que envolvem ROG ou que testam a eficacia
de membranas, foi possivel concluir que era viavel verificar a eficacia do
hidrogel de PEG, como membrana, em ratos Wistar, 0s mais pequenos animais
em que se pode trabalhar, fazendo uso da calote craniana.

2.1- Definicdo de defeito critico

Defeito critico € a lesdo 6ssea mais pequena que ira cicatrizar menos de 10%
em termos de crescimento 6sseo [117]. Também pode ser definido como o
mais pequeno defeito de espessura total que ndo consegue regenerar por si sO
durante o periodo de vida de um animal sem intervencéo [118]. O defeito critico
NOS 0SS0sS parietais em ratos adultos da espécie Wistar € de 4mm de diametro,
segundo Hollinger et al., 1990 [119].

2.2- A importancia de defeitos Osseos criticos para o estudo de

materiais de regeneracédo 6ssea

H& um grande interesse no desenvolvimento de materiais de substituicdo
O0ssea e de fatores humanos indutores de recombinacdo para aumentar a
regeneracao 6ssea, tanto no complexo craniofacial como noutras partes do
esqueleto. Um problema persistente tem sido o de encontrar um modelo animal
gue permita a comparacdo de materiais osteoindutores diferentes. Um estudo
realizado por Bosch et al. (1998) teve como objetivo determinar se um defeito

de 5 mm em cranios de ratos adultos cumpria os requisitos de um defeito
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0sseo de tamanho critico e discutir a utilizacdo deste modelo animal para
avaliar a reparagdo Ossea na regido craniofacial. Foram criados defeitos
bilaterais, através de uma trefina, de espessura total, no cranio de 56 ratos
Wistar, com cinco a 6 meses de idade. Nenhum dos defeitos revelou quaisquer
sinais de regeneracdo 6ssea espontanea entre e 12 meses apoés a cirurgia, a
ndo ser a formacao de pequenas quantidades de osso limitadas as margens do
defeito. Os autores do estudo puderam concluir que a espessura total de 5 mm
de defeitos de calvarias satisfazem os critérios para um defeito 6sseo de
tamanho critico. Este modelo permite realizar uma experiéncia com um
desenho emparelhado, evitando-se a inclusdo da sutura sagital no defeito
0sseo, e assim minimizar a morbilidade, reduzindo o risco de danificar o seio
sagital mediano. Puderam ainda concluir que foi desenvolvido um modelo
experimental adequado para avaliar a eficacia de materiais osteoindutores na
cicatrizacdo de defeitos 0sseos na regido craniomaxilofacial [120]. Outros
estudos seguiram este modelo experimental para testar ou desenvolver o0s

diversos materiais necessarios a regeneracdo 6ssea [108-116, 121-125].

Assim, foram tomados como certos os 5 mm de diametro para a formacédo de

um defeito critico.
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Il - Materiais e métodos
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1. Amostra

Foram utilizados sete ratos Wistar com 20 semanas de vida, com massas
corporais entre as 318g e as 365g. Os animais foram alojados durante o
periodo de ensaio em gaiolas isoladas, colocadas em armario devidamente
programado em termos de temperatura, humidade, circulacdo de ar, presséo e
ciclos de luz/escuriddo para a espécie em estudo. Foi fornecida agua e racao

apropriada ad libitum.

2. Descricao dos procedimentos cirargicos

Cada rato funcionou como caso e como controlo. Para tal, foram criados dois
defeitos 0sseos criticos padronizados na calote craniana, de aproximadamente
5mm de diametro, através de uma régua standarizada (Fig.1) para o efeito, a

gual permitiu manter a mesma distancia das demais estruturas anatémicas.
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Figura 1 - Régua calibrada para os defeitos

Iniciaram-se as cirurgias submetendo os animais a anestesia geral, tendo sido
introduzidos numa camara, na qual estiveram sujeitos a uma anestesia
inalatéria com isoflurano (IsoFlo®, veterinaria Esteve). Em seguida, foram
anestesiados com uma injecado intra-peritoneal de uma preparacdo de 1:1 de
7.5mg/Kg de Ketamina (Imalgéne® 1000, Merial) e de 5mg/Kg de Xizalina

(Rompum?®, Bayer HealthCare).

Apés o registo do peso corporal dos animais, desinfectou-se a zona a
intervencionar com uma solucdo iodada (Betadine®, solucdo cutanea
100mg/ml, MEDA Pharma).

Foi feita uma incisdo sagital sobre a calote craniana a nivel da sutura mediana,
utilizando lamina n°® 15 montada em cabo de bisturi, estendendo-se desde a

sutura coronal até a sutura parieto-occipital.

ApOs o descolamento total da pele e tecido celular subcutaneo, com
descoladores e pincas de dissecdo, procedeu-se ao descolamento do
peridsteo, de modo a refletir o pericranio da tabua éssea externa e aceder aos

0SSO0S parietais.

De seguida, produziram-se os defeitos 6sseos circulares bilaterais nos 0ssos
parietais, com cerca de 5mm de diametro e uma distancia de 1,8mm entre
ambos, néo interferindo com nenhuma das suturas anteriormente referidas. Foi
usada uma broca esférica montada em peca de mdo a baixa rotagdo e
irrigac&o com soro fisioldgico estéril (NaCl 0,9%®, 250ml, Braun), n&o lesando a

dura-méater nem atingindo o seio sagital.
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No defeito criado do lado direito da calote foi colocada a membrana de hidrogel
de polietileno glicol e do lado esquerdo n&o foi colocado qualquer material,
funcionando este como defeito controlo (Fig.2).

Figura 2 - Membrana de PEG colocada no defeito a direita

Para a preparacédo do hidrogel procedeu-se a ativacdo do produto através da
juncéo do principio ativo (PEG) com o respetivo ativador, A com A’ e B com B,
fazendo a mistura com 15 puncdes da misturadora. De seguida, removeu-se
uma das partes, ficando o produto A e B num dos lados, na qual se encaixou a

ponta auto-misturadora para finalizacdo da formacédo do hidrogel e aplicacao do
mesmo (Fig.3 e 4).
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Figura 3 - Seringa do gel de PEG, ativada e utilizada

Figura 4 - Seringa com ponta auto-misturadora

Na aplicacdo do hidrogel tentou-se que a camada do produto fosse tédo fina
guanto possivel, e fez-se lenta e uniformemente. Verificou-se que, apds pouco
tempo, cerca de 90 segundos, o hidrogel, que inicialmente apresentava cor
verde forte e a translucidez tipica de um gel, passou a verde claro, ganhando
opacidade e rigidez ao toque, sendo sinais de que a polimerizacdo estava
completa. Para que o hidrogel ficasse estavel e para prevenir que as células
nao osteogénicas do tecido mole penetrassem no defeito, o produto foi

aplicado pelo menos 2-3mm para além das margens do defeito.

Devido a boa adesdo da membrana ao local de aplicacdo, ndo houve

necessidade de outro tipo de fixacéo.

O encerramento da ferida operatoria foi feito com a sutura dos tecidos com
pontos simples, com fio de sutura reabsorvivel de &cido poliglicélico
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entrancado, revestido de 4/0 (Safil® 4/0, Braun), comecando com a sutura do
peridsteo, seguida pela sutura da pele.

3. Preparacéo das amostras para estudo histolégico

Ap6s dois meses de espera, 0 tempo necessario para ocorrer regeneracao
O0ssea na espécie animal utilizada, procedeu-se ao sacrificio dos animais
através da inalacdo de dioxido de carbono numa camara fechada, seguida da
aplicacdo em sobredosagem de preparacao anestésica.

Fizeram-se radiografias do cranio (Fig.5) para observar a eventual existéncia
de diferenca de densidade 0ssea na zona dos defeitos 0sseos com recurso a
um aparelho de Raio X (Trophy Radiologie, CCX Digital 70kv, Vincennes,
France) (Fig.6).

Figura 5 - Radiografia da calote craniana
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Figura 6 - Aparelho de Raio X

Para a obtencéo das pecas para analise histolégica, fez-se uma inciséo linear
sobre a calote craniana com as mesmas caracteristicas e localizacdo que a
anteriormente descrita, dissecando cuidadosamente os tecidos moles e

promovendo o acesso ao local dos defeitos 6sseos.

Apos o descolamento dos tecidos procedeu-se ao registo fotografico da zona
intervencionada. De seguida, para obtencdo da peca operatoria, procedeu-se a
osteotomia da calote craniana através de um disco de tungsténio, aplicado
numa peca de mao, refrigerado com soro fisiolégico, verificando sempre que as

margens da peca obtida ficavam a uma distancia razoavel da zona a estudar.

ApoOs o destaque das amostras, os fragmentos foram divididos de modo a isolar
o defeito usado para teste e o defeito usado para controlo, fazendo uma
marcacdo dos mesmos na zona anterior para facilitar a orientacdo aquando dos
cortes histologicos. Os fragmentos de osso foram colocados em frascos com
formaldeido a 4% com tampéao fosfato, pH=7,4, durante 48h, para fixagdo. De
seguida, as amostras foram enviadas para processamento histolégico de rotina
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no Laboratério de Anatomia Dentaria da Faculdade de Medicina Dentéaria da
Universidade do Porto.

Para a preparacdo das amostras foi efetuada a desidratacdo em &alcoois de
concentracdo crescentes (alcool etilico a 70%, 80%, 90% e 100%),
permanecendo a amostra 48 horas em cada etapa (no caso da Ultima solucéo,
esta foi substituida trés vezes, com periodos de permanéncia de 48 horas de
cada vez). Seguiu-se a impregnacdo em metacrilato de metilo (Merck
Schuchardt OHG - Merck KGaA, Hohenbrunn, Germany). Apds a impregnacao,
as amostras foram incluidas no mesmo produto e, apds polimerizacao,
cortadas em microtomo (Accutom - Struers A/S, Ballerup, Denmark) (Fig.7)
com disco de diamante. Foram feitos cortes de cerca de 150-200pum de
espessura, a que se seguiu o polimento em polideira (Struers DAP-8, Struers
A/S, Ballerup, Denmark) (Fig.8), até ser obtida uma espessura de cerca de
40um. De seguida, as amostras foram coradas com Solocrom e montadas em
laminas de vidro, coladas com Permacol (Ind Permacol UV®, Adhesive 327/3,
Permacol Ind., Holanda), polimerizado com luz ultravioleta. A colocacédo da

lamela sobre a amostra seguiu o0 mesmo procedimento.

Figura 7 - Microtomo
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Figura 8 - Polideira

4. Andlise Histomorfométrica

Os cortes foram observados em microscépio Leica DMLB® Type 020-519.010
LB30T (Leica Microsystems Wetzlar GmbH, Heerbrugg, Germany) tendo
estava acoplada uma camara fotografica digital Leica DFC295 (Leica
Microsystems Ltd., Heerbrugg, Germany), com objectiva Leica 506083 com
aumento de 2,5x. Para a analise quantitativa, foram fotografadas as imagens
observadas nos cortes e efetuadas medi¢cbes das areas dos defeitos e da
regeneracdo, recorrendo ao procedimento “cego”, por parte do operador,
através de uma caneta e mesa digitais[40] (Wamboo Pen & Touch, Wacom
Company, Ltd), utilizando o programa Leica Application Suite, Version 3.5.0
(Leica Microsystems, Ltd, Switzerland) (Fig.9).
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Figura 9 - Microscoépio acoplado ao computador e respetiva mesa de medigéo

Foram medidos os seguintes parametros: area total do defeito e area total de
0sso regenerado. Os resultados foram apresentados em percentagem da area

total do defeito.
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Figura 10- Fotomicrografia com exemplo de medig&o de area regenerada sem membrana
(ampliagéo de 1,25x)

Figura 11 - Fotomicrografia com exemplo de medi¢cdo de area regenerada com membrana
(ampliagéo 1,25x)

5. Anélise estatistica
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O trabalho efetuado € um estudo piloto, num modelo animal, com ratos Wistar.
O tamanho da amostra foi escolhido por conveniéncia.

Os resultados foram analisados através do programa estatistico SPSS 21.0
(SPSS, Chicago, IL). Realizou-se um teste de Shapiro-Wilks, mais preciso para
amostras pequenas (n<30), de modo a testar a normalidade da distribuic&o.
Como a amostra era pequena e nao apresentava uma distribuicdo normal,
optou-se por testes ndo paramétricos, realizando-se o teste de Mann Withney
U, que compara a diferenca entre as medianas de dois grupos independentes.

Foram consideradas as seguintes hipotese:
Ho — néo existe diferenca entre a utilizacdo de membrana ou a sua auséncia;

H, — existe diferenga entre a utilizagdo de membrana ou a sua auséncia.

IV - Resultados
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Os animais mostraram-se saudaveis durante todo o periodo do estudo. Todos
tiveram um aumento do peso e ndo foram registadas quaisquer infecbes pos-
operatorias ou problemas de cicatrizacdo. No momento do sacrificio, ndo foram

detetados quaisquer sinais de inflamacéo local.

1.1. Analise clinica

Apés o descolamento dos tecidos verificou-se, macroscopicamente, a
persisténcia da membrana do hidrogel de polietileno glicol, na maior parte dos

casos.
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.y

Figura 12 - Fotografia de uma calote ap6s descolamento dos tecidos. E percetivel a presenca da
membrana de PEG

1.2. Andlise radiografica

Através de uma radiografia com feixe perpendicular a calote craniana néo se
conseguiu obter qualquer diferenca entre ambos os grupos. Quer nos defeitos

preenchidos com membrana, quer nos defeitos controlo, ndo se visualizou
qgualquer diferenca.

Figura 13 - Fotografia do procedimento para obtencé&o de radiografia a calote
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Figura 14 - Radiografia da calote

1.3. Histologia Descritiva (analise morfologica)

O hidrogel de PEG manteve a sua forma durante os 60 dias de regeneracao. A
membrana tinha, na maior parte dos casos, uma forma semi-lunar e, em termos
gerais, estava intacta (Fig. 15). Na relacdo com o tecido mole, o hidrogel

apresentava uma superficie globalmente lisa, com poucas irregularidades.
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Figura 15 - Membrana de PEG (ampliagcdo 25x)

O hidrogel estava rodeado por um grande numero de fibroblastos e algumas
células inflamatorias. Por entre estas camadas de células e das células
adiposas do tecido celular subcutaneo foram observados feixes de fibras de
colagénio tendencialmente paralelos a superficie do hidrogel, com alguma

irregularidade na sua disposicao (Fig. 16 e 17).
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Figura 16 - Fotomicrografia das areas do defeito (— indica local de neoformagéo 6ssea) (ampliagdo
100x, coloragdo com Solocrom)

Figura 17 - Fotomicrografia das areas do defeito (— indica fibras de colagénio) (ampliagao 100x,
coloragdo com Solocrom)

Na parte interna, o hidrogel de PEG estava praticamente em contacto direto
com o0 novo osso formado e o tecido conjuntivo contendo fibroblastos, vasos

sanguineos e algumas células inflamatérias. A neoformacgédo éssea foi apenas
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limitada pela membrana de PEG e a calote craniana. Foi possivel verificar a
presenca de osteoblastos na zona de neoformacéo 6ssea. (Fig. 18)

Figura 18 - Fotomicrografia da area do defeito 6sseo (ampliagdo 100x, coloragdo com Solocrom)
(— indica matriz essencialmente colagénica; — indica local de neoformacgao 6ssea)

73



Membrana reabsorvivel de hidrogel de polietileno glicol na regeneracao éssea guiada:

estudo caso controlo em ratos

Figura 19 - Fotomicrografia do defeito 6sseo (ampliacdo 50x) (— indica membrana de PEG; —

indicam locais de neoformagao 6ssea; — indica matriz 6ssea essencialmente colagénica)

Comparativamente com o controlo podemos verificar que nos defeitos
preenchidos com o hidrogel de PEG, houve maior crescimento 6sseo (Fig. 19),
apesar do inexistente efeito de tenda, promovido por algumas membranas pré-

fabricadas.
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Figura 20 - Fotomicrografia da medig&o da érea de um corte de um defeito 6sseo de controlo

(ampliacéo 25x)

Observou-se que, em todos os defeitos teste, a membrana de PEG funcionou

como barreira, prevenindo a infiltracao celular.

Nos defeitos sem membrana, verificou-se praticamente a auséncia de
regeneracdo Ossea, mantendo-se o defeito idéntico ao inicial, com
preenchimento do mesmo com tecido conjuntivo, fibroblastos e células

inflamatorias.

1.4. Analise da invasao celular

Através da observacdo dos cortes histologicos, pode-se verificar que nao
ocorreu qualquer invasao tecidular oriunda dos tecidos moles. Nos defeitos
preenchidos com membrana, esta continuou presente, com bordos bem
definidos, tendo-se verificado que ocorreu crescimento 6sseo. Nos defeitos
sem membrana, praticamente ndo ocorreu crescimento 0sseo, sendo este,

quando presente, residual.
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A analise histomorfométrica esta resumida na tabela |
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1.5.

Andlise histomorfométrica

estudo caso controlo em ratos

area inicial area Regenerada Membrana % de
Defeitos | Cortes (Um3) (Um3) (com/sem) regeneracao

1 76-12 1°-1| 447971,333 417164,51 Com 93%
1 76-12 1°-2 573016,768 293573,574 Com 51%
2 76-12 2°-1 675584,948 618681,452 Com 92%
2 76-12 2°-2 445754,721 178866,393 Com 40%
3 77-12 2°-1 273936,335 225293,053 Sem 82%
3 77-12 2°-2 659878,225 227509,609 Sem 34%
4 78-12 1°-2| 1465167,024 1141063,624 Com 78%
4 78-12 1°-3| 880369,143 555222,443 Com 63%
5 78-12 2°-1| 517810,404 218175,811 Com 42%
5 78-12 2°-2| 119449,929 77205,419 Com 65%
5 78-12 2°-3| 418601,842 272412,414 Com 65%
6 78-12 3°-2| 926039,455 839697,344 Com 91%
7 79-12 1°-1| 767456,888 694843,466 Sem 91%
7 79-12 1°-2| 427644,085 319214,987 Sem 75%
8 79-12 2°-1| 637227,778 242177,074 Sem 38%
8 79-12 2°-2| 375983,354 119640,358 Sem 32%
9 79-12 3°-1| 1086919,145 865034,714 Sem 80%
9 79-12 3°-2| 1005736,843 462342,449 Sem 46%
10 80-12 1°-2| 540038,936 349221777 Com 65%
11 80-12 2°-1| 724569,491 147452,262 Com 20%
11 80-12 2°-2 910138,96 337757,323 Com 37%
11 80-12 2°-3| 640372,003 405621,104 Com 63%
12 81-121°-1| 454973,227 185820,213 Sem 41%
13 81-12 2°-2| 728278,328 262560,849 Sem 36%
13 81-12 2°-3| 390516,446 145914,001 Sem 37%

Tabela 1 - Areas dos defeitos antes e depois da regeneracéo
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1.6. Andlise estatistica

Estatistica descritiva

com/sem membrana Statistic | Std. Error
Mean ,5382 ,06912
95% Confidence Interval for Lower Bound ,3842
Mean Upper Bound ,6922
5% Trimmed Mean ,5296
Median ,4100
Variance ,053
sem membrana Std. Deviation ,22925
Minimum 32
Maximum 91
Range .59
Interquartile Range A4
Skewness 671 ,661
% de regeneragao Kurtosis -1,599 1,279
(em sistema decimal) Mean ,6179 ,05921
95% Confidence Interval for Lower Bound ,4899
Mean Upper Bound , 7458
5% Trimmed Mean ,6237
Median ,6400
Variance ,049
com membrana Std. Deviation ,22154
Minimum ,20
Maximum ,93
Range 73
Interquartile Range ,40
Skewness -,167 ,597
Kurtosis -,590 1,154

Tabela 2 - Estatistica descritiva

A andlise estatistica descritiva dos dados, mostrou que na auséncia de

membrana a revestir o defeito 6sseo, a mediana para a percentagem de
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regeneracao é de 41% com um desvio padréo de 22,93%. Nos defeitos
revestidos com membrana, a mediana é de 64% com um desvio padrdo de
22,2%.

Os seguintes histogramas ilustram a distribuicdo das frequéncias de

regeneracao com e sem membrana.

Histogram
for S.C.memhrana= com memhrana
67 Mean = &2
Std. Dev. = 222
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Gréfico 1- Histograma de frequéncia de regeneragcdo com membrana
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Histogram
for S.C.memhrana= sem memhrana
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Gréfico 2 - Histograma de frequéncia de regeneracdo sem membrana

Pela analise dos graficos, verifica-se que ha mais defeitos com maior
regeneracdo na presenca de membrana, invertendo-se esta tendéncia nos

defeitos em que nao foi usada membrana, havendo mais defeitos com menor

regeneracao.
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Gréfico 3 - Gréfico de caixas e bigodes

No gréfico 3 é possivel observar que had uma tendéncia numa maior
regeneracao 0ssea nos defeitos 6sseos com membrana. A distribuicdo € mais
simétrica no grupo com membrana, sendo evidente um maior nivel de

regeneracao.

De modo a verificar que a amostra tinha uma distribuicdo normal fez-se um
teste de Shapiro-Wilk.
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Tests of Normality

com/sem membrana | Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk

Statistic | df | Sig. | Statistic | df | Sig.

sem membrana 2701 11 ,024 ,801| 11| ,010
percentagem reg decimal )

com membrana ,165| 14| ,200 942 14| 447

*, This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction

Tabela 3 - Teste de Shapiro-Wilks

Como, no grupo sem membrana, o valor de p € menor que 0,05, considera-se
gue 0s grupos nao apresentam uma distribuicdo normal. Estes dados séo

confirmados pelos graficos Q-Q plots:
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Normal Q-Q Plot of percentagem reg decimal

for S.C.memhrana= com memhrana

-1

=
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Gréfico 4 - Q-Q plot com membrana
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Normal Q-Q Plot of percentagem reg decimal

for S.C.memhrana= sem memhrana

Expected Normal
1

-1=

-2

I I I I I
0,2 04 0,6 0,3 1,0

Observed Value

Gréfico 5 - Q-Q plot sem membrana

Desta forma, optou-se por testes ndo paramétricos, fazendo um teste de Mann-
Whitney:

Ranks
com/sem membrana N Mean Rank [ Sum of Ranks
sem membrana 11 11,18 123,00
percentagem reg decimal com membrana 14 14,43 202,00
Total 25

Tabela 4 - Teste de Mann-Whitney
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A tabela 4 indica qual o grupo que teve a maior regeneracao éssea, ou seja, 0
grupo com o mais alto valor médio. Pode-se assim constatar que o grupo com

membrana teve maior regeneracdo 0ssea.

Test Statistics®

percentagem

reg decimal
Mann-Whitney U 57,000
Wilcoxon W 123,000
z -1,096
Asymp. Sig. (2-tailed) ,273
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,291°

a. Grouping Variable: com/sem membrana

b. Not corrected for ties.

Tabela 5 — 22 tabela do teste de Mann-Whitney

Pela andlise do teste de Mann-Whitney, como p > 0,05, verifica-se que nao
existem diferencas estatisticamente significativas entre os grupos, mas ha uma
tendéncia em haver maior regeneracdo 0ssea nos defeitos com membrana,

como ilustra o gréafico de caixas e bigodes (Grafico 3).
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V - Discussao

Os resultados do presente estudo demonstraram que os hidrogéis de PEG

funcionam como barreira tecidular, podendo ser utilizados como membrana.
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A membrana de PEG manteve a forma original durante os 60 dias de
regeneracao.

Tendo em conta o0 segundo objetivo do estudo, os defeitos preenchidos com a
membrana de PEG, obtiveram maior regeneracdo o6ssea, ndo tendo os
resultados obtidos evidenciado diferengas estatisticamente significativas.

E de salientar que, em alguns dos cortes histologicos dos defeitos preenchidos
com membrana se obtiveram piores resultados que noutros em que a
membrana néo foi aplicada, o que se podera dever ao facto de ndo terem sido
criadas as condi¢cdes para ocorrer a esperada regeneracdo por terem sido
criados defeitos 6sseos criticos (5mm) e a membrana, por si s, ndo fazer o

efeito tenda, chegando mesmo a preencher o defeito.

O hidrogel de PEG, usado como membrana, é formado por moléculas com
multiplos bracos de PEG. Tem mais bragos, mas sdo mais pequenos do que 0s
utilizados em sistemas de matrizes para a libertacdo de moléculas bioativas,
investigados com sucesso em estudos pré-clinicos [95, 96, 126]. A diferenca
entre o PEG utilizado como matriz e o PEG presentemente utilizado como
membrana assenta na sua estrutura quimica. Ficou demonstrado que os géis
de PEG, consistindo em moléculas multi-bracos, sdo considerados barreiras
celulares, devido ao facto de que as distancias entre os pontos de ligacdo
cruzada serem significativamente mais pequenas do que o tamanho de uma
célula[44]. A funcdo de barreira foi examinada num estudo, apds colocacao
subcutéanea de géis de PEG em ratos. As andlises histologicas revelaram
prevencdo da penetracdo celular no grupo com membrana até aos 4 meses
[44]. Num estudo efetuado por Jung et al. (2006), a membrana de PEG foi
utilizada com sucesso no tratamento de defeitos ndo criticos na calote de
coelhos. Apés gquatro semanas de cicatrizagcdo, as analises histomorfométricas
e as tomografias computorizadas efetuadas demonstraram quantidades
idénticas de novo osso formado para defeitos tratados com as membranas de
PEG comparativamente com os defeitos tratados com uma membrana standard

de PTFE-e. A membrana de PTFE-e e as membranas de PEG revelaram
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valores com diferencas estatisticamente significativas comparativamente com

os resultados obtidos em defeitos tratados sem qualquer membrana [39].

Além da utilizacdo do PEG em matrizes e em membranas, o PEG € atualmente
utilizado noutras areas médicas. A seguranca e a efetividade de um material
aplicado por um sistema de aerossol para ser usado como barreira em cirurgia
laparoscépica tem sido estudado em ensaios clinicos prospetivos
randomizados controlados [82]. Ficou demonstrado que o material de PEG é
seguro, bem tolerado e que ndo provoca reacdes adversas atribuidas ao
material, ndo havendo doentes aos quais ndo possa ser aplicado. Estas
descobertas estdo de acordo com os resultados do trabalho efetuado por Jung
et al. (2009), no qual foram estudados varios parametros de reacdo dos tecidos
moles ao PEG. Neste estudo foi feita a comparagcéo entre uma membrana de
PEG para ROG com uma membrana de colagénio e testada a aplicacdo desta
membrana formada in situ, no sentido de verificar se resultaria em idéntica
guantidade de regeneracdo 0ssea, comparativamente com uma membrana de
colagénio. As analises histolégicas semi-quantitativas e clinicas efetuadas nao
revelaram qualquer reacdo biolégica anormal relativamente a membrana em
estudo. No estudo de Jung et al., seis meses ap0s a cirurgia regenerativa, as
membranas de colagénio estavam infiltradas por fibroblastos e macroéfagos,
enquanto que a membrana de PEG apenas permitiu a passagem de
macroéfagos. Isto demonstra que a membrana de PEG € uma barreira celular
eficaz por um tempo prolongado e que também ¢é eficaz durante o periodo de
degradacdo. Em contraponto, a membrana de PEG, pode ter uma menor
integracdo dos tecidos moles. A avaliacdo clinica da cobertura dos tecidos
moles revelou um total de 9% de deiscéncias em 44 locais apés 28 dias. No
entanto, todas as deiscéncias de tecidos moles foram encontradas em 22
locais tratados com PEG, demonstrando uma taxa de exposicdo da membrana
de 18% [59]. Esta taxa assemelha-se a de outros estudos efetuados também
em cées, mostrando uma incidéncia de exposicdo de membranas nao
reabsorviveis e reabsorviveis, respectivamente de 20% para 60% [21, 101,
127].
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A utilizacdo de ratos Wistar no presente estudo enquadra-se na experiéncia
obtida com o seu uso noutros trabalhos de avaliacdo da eficAcia de membranas
para regeneracdo 0ssea ou para o estudo da regeneracdo 6ssea de forma
isolada [76, 110, 116, 123]. O defeito critico na calote craniana de ratos Wistar
€ um modelo experimental seletivo para a regeneracdo 6ssea[110, 112, 114,
115, 119-122]. Os defeitos utilizados no presente estudo provaram ser criticos
tal como ficou demonstrado pela reduzida ou inexistente regeneracdo 6ssea
nos defeitos sem membrana, neste e noutros estudos [108-116, 120-125].
Outra razdo da opcao deste modelo animal foi a sua facil obtencédo para

amostra homogénea e a sua facil manipulagéo.

O namero de animais utilizados neste trabalho foi reduzido, por se tratar de um
estudo preliminar. Contudo os resultados poderao levar a realizacdo de outros
trabalhos experimentais, por forma a consolidar as indica¢des recolhidas sobre
possiveis vantagens resultantes da utilizacdo do hidrogel de PEG como

barreira celular na ROG, em detrimento de outras membranas.

Os resultados obtidos véo ao encontro dos obtidos em anteriores estudos pré-
clinicos, que demonstraram a capacidade da membrana de PEG para manter
espaco de modo a prevenir a invasdo celular em defeitos angulares e de
funcionar como barreira quando acompanhada de material de preenchimento
0sseo [40, 44]. Outros estudos pré-clinicos demonstraram o potencial da
membrana de PEG como membrana para ROG em combinacdo com ou sem
colocacdo imediata de implantes [39, 59]. Num estudo clinico controlado
randomizado[74], a membrana de PEG foi usada em combinacdo com 0sso
bovino mineral desproteinizado e o seu efeito comparado com uma membrana
de colagénio de origem porcina em combinacdo com o referido 0sso em
defeitos de deiscéncia a volta de implantes. O preenchimento vertical do defeito
foi de 94,9% no defeito teste preenchido com PEG e de 96,4% nos defeitos

usados como controlo.

Neste estudo, verificou-se que o espacgo do defeito a regenerar foi ocupado por
quantidades significativas de PEG, tal como referido em estudos anteriores [75,

91]. O que se deve a natureza fluida do hidrogel na fase inicial, aquando da
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aplicagéo sobre todo o defeito, fazendo com que a membrana preenchesse o
defeito. Resultados semelhantes obteve Aaboe et al.[128] num estudo em
calotes cranianas de coelhos, tendo concluido que as membranas
reabsorviveis ndo tém rigidez e colapsam para dentro dos defeitos sem
suporte, resultando em pequenas quantidades de novo 0sso confinado aos
bordos.

Relativamente a biocompatibilidade, Jung et al. (2009), tinham ja& demonstrado
esta capacidade do hidrogel de PEG em aplicacdes na ROG[74]. Previamente,
Jung et al. (2007) relataram a auséncia de reag¢fes inflamatodrias dos tecidos
moles e duros durante regeneracdes tecidulares intra e extra orais com
hidrogéis de PEG [96]. De igual forma, havia sido ja provado que membranas
de hidrogel PEG formado in situ eram capazes de manter 0 espago necessario
para regeneracdo 0ssea, mas havendo para tal um substituto 0sseo para

ocupar o defeito [39, 74].

Uma das maiores vantagens da utilizacdo da membrana de PEG € o
manuseamento clinico e a possibilidade de aplicacdo da membrana
diretamente no local cirdrgico. Além disto, ndo ha perda de tempo com cortes e
adaptacdo da forma da membrana, tal como ocorre aquando da utilizacdo de
membranas standartizadas [59]. Em estudos efetuados em humanos e animais,
foi testada uma membrana composta por acido polilactico dissolvido em N-
metil-pirrolidona, como barreira em regeneracbes de perda de tecidos
periodontais [129, 130]. Apesar deste material poder precipitar in situ da
solucdo através da adicdo de &agua[l31l], na maioria dos estudos, uma
membrana feita deste polimero foi formada extra-oralmente antes da sua

aplicacdo ao defeito periodontal [130, 132].

A viscosidade da membrana de PEG torna este gel indicado para as aplicacdes
clinicas a que se propde, sem escorrer material para as zonas adjacentes.
Além disso, a utilizacdo deste hidrogel de PEG, como membrana, ira

representar uma evolucgédo para procedimentos futuros de ROG [59].

Em termos estatisticos, verifica-se, no presente trabalho, que ndo ha uma

distribuicdo normal dos grupos (p<0,05), como se pode verificar, pelo teste de
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Shapiro-Wilks, e confirmar de forma ilustrada pelos Q-Q plots. Nestes gréficos
e, nomeadamente no gréafico referente aos defeitos sem membrana, constata-
se que os quantis (pontos no gréafico) ndo estdo muito préximo do eixo, fazendo
mesmo quase uma pardbola, ou seja, confirma-se que a amostra ndo segue

uma distribui¢do normal.

Através do teste de Mann-Whitney, verificou-se que nao se rejeita a hipétese
nula de que a regeneracdo Ossea € igual com ou sem membrana. Assim,
podemos afirmar que ndo héa diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos. No entanto, a regeneracdo observada nos defeitos tratados com
membrana apresenta melhores resultados do que nos defeitos sem membrana.
Pode-se também inferir que estamos perante um erro tipo dois, tendo como

causa provavel a reduzida dimensdo da amostra.

Apesar de nao ser um dos objetivos do trabalho, deve-se salientar que, com o
material usado o acoplamento dos dois componentes com respetivos
ativadores na seringa que os transporta, deve ser executado com atencao.
Com alguma facilidade se cometem erros na juncdo dos mesmos, no
procedimento de encaixe e com extravasamento de parte do produto, mas
também com mistura errada dos componentes e ativadores. Quando isto
ocorre, pode perder-se grande parte de pelo menos um dos componentes, o
gue leva ao desperdicio de todo o kit por serem afetadas as proporcdes

corretas a acautelar na mistura.
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VI - Conclusdes
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O presente estudo demonstrou que os hidrogéis de PEG funcionam como
membrana sintética formada in situ, podendo ser utilizados como barreira
celular reabsorvivel. Verificou-se que o hidrogel de PEG é seguro,
demonstrando que ndo h& reacédo tecidular significativa, comparativamente
com o defeito sem qualquer preenchimento. Podem ser utilizados como
barreira celular, funcionando como membrana na ROG, em tratamentos de

defeitos criticos em calotes cranianas de ratos Wistar.

A densidade do hidrogel demonstrou a capacidade de manutencdo da forma e
resisténcia a degradacéo, nos 60 dias que durou o estudo.

Apoés o periodo de cicatrizagao, as analises histomorfométricas demonstraram
gue houve mais regeneracdo 0ssea nos defeitos cobertos com a membrana de
hidrogel, do que nos defeitos sem membrana, apesar desta diferenca nao ser
estatisticamente significativa. Esta membrana de PEG formada in situ tem o
potencial de ir ao encontro dos requisitos para os procedimentos da ROG. No
entanto, apesar das propriedades como barreira celular, € necessario cuidado

na ROG em defeitos sem suporte.

O modelo experimental de defeito critico em calote craniana de ratos Wistar

adapta-se aos estudos de ROG com membranas de PEG.

Tendo em conta que se trata de um estudo exploratério, pode-se apenas
concluir que o hidrogel de PEG pode ser utilizado como membrana na ROG,
necessitando, porém, de um material de substituicdo 6ssea para manutencao

do espaco dos defeitos a regenerar.

Este estudo piloto permitiu também concluir que o hidrogel de PEG, na
apresentacao de seringas de auto-mistura, se torna num instrumento de facil
utilizacdo, auxiliando a aplicacdo clinica de uma membrana reabsorvivel, sem

necessidade de adaptacdo prévia. Quanto a apresentacdo do produto em si,
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deve ser melhorado o sistema de encaixe, para evitar perda de produto quando
se procede a sua ativagéo.

S&o necessarios mais estudos, nomeadamente de indole clinica, para avaliar

os hidrogéis de PEG experimentais em ROG.
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Tabelas

Cirurgia Sacrificio
PESO inicial PESO final
RATO SEXO
) (9)

Il 350 F 540
\Y 365 F 500
VI 325 F 410

Xl 345 F 470

X 320 F 470

Xl 360 M 500
XV 318 M 518

Tabela com os pesos no dia da 12 cirurgia e no dia do sacrificio dos ratos
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