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Resumo

PAIVA, M. B. Efeitos das membranas de latex natural e/ou coldgeno na regeneragéo
Ossea guiada em tibias de ratos. 2018. 135 p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de

Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2018.

A ndo-unido dssea devido a condigdes pds-traumaticas ou patologias apresentam grandes
desafios para a pratica ortopédica, onde a necessidade de analisar novos biomateriais que
auxiliem no processo da regeneracdo, tem levado varios pesquisadores a estudarem a
membrana do latex natural (LN) e colageno (COL) como formas de tratamento através da
regeneracdo 6ssea guiada. O uso do LN tém mostrado promissores resultados em aplicacoes
biomédicas, apresentando caracteristicas como biocompatibilidade, crescimento dsseo e
estimulo natural a angiogénese. Estudos que utilizam as membranas de colageno para a
mesma finalidade também observaram bons resultados em relacdo a biocompatibilidade,
funcdo hemostética, poder de auxiliar na cicatrizagdo de feridas, capacidade de estimular a
adesdo celular e quimiotaxia. Porém, possuem alto poder de se degradar antes de completar o
periodo final de tratamento. Desta forma, a utilizacdo de membranas contendo estes dois
componentes pode auxiliar no processo de neoformacéo dssea através da regeneracdo Ossea
guiada (ROG), e 0 LN pode funcionar como matriz para a liberacdo controlada do colageno
no defeito. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da membrana mista, composta
por LN/COL, no processo de reparacdo 6ssea em defeitos de tibia de ratos. Para tanto, foram
utilizados quarenta (40) ratos machos da raca Rattus norvegicus albinus, da variedade Wistar,
com cinco semanas de idade e peso médio de 300 g. Foi realizado um defeito désseo
bilateralmente nas tibias de todos os animais, que foram divididos em 4 grupos (n=10), sendo:
grupo controle (C); e tratados: grupo latex natural (LN); grupo latex natural/colageno
(LN/COL) e grupo colageno (COL). O tempo de tratamento foi de 42 dias e a eutanasia dos
animais foi realizada por overdose de anestésico (ketamina/xilazina). Apds a eutandsia, as
tibias de cada animal foram dissecadas e limpas das partes moles, e armazenadas de acordo
com protocolo de cada anélise. Foram realizadas analise de microtomografia computadorizada
(micro CT), densitometria, ensaio mecénico, histologia, e reacdo de polimerizacdo em cadeia
guantitativo (RT-gPCR). A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando o programa
SPSS® (Versdo 20.0, IBM®, Armonk, EUA) e foi adotado nivel de significancia de 5% (p<

0,05). Foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk para testar se os dados apresentavam ou n&o



distribuicdo normal. A comparagéo entre os grupos (dados parametricos) foi realizada atraves
do teste ANOVA com pods-teste de Tukey. Os dados ndo-paramétricos foram analisados
atraves do teste de Kruskal-Wallis. Foram demonstradas diferencas estatisticas no BV entre 0s
grupos LN e CON (p<0,008); BV/TV do grupo LN/COL comparado ao CON (p<0,016) e ao
LN (p<0,016); na neoformacdo 6ssea entre CON e COL (p< 0,002); e na forca méxima
quando comparado o grupo COL com CON (p<0,050) e (p<0,001). Os resultados
demonstraram que ndo houve diferenca significativa entre os grupos na analise da DMO
(p=0,669), colageno (p=0,224), rigidez relativa (p=0,461), RANK L (p=0,121), OC (p=0,066)
e OPG (0,287), porém, todas as membranas utilizadas demonstraram valores superiores ao
grupo CON. Sendo assim podemos concluir que as membranas utilizadas como tratamento
apresentaram eficacia na reparacdo 6ssea de tibia de ratos, no entanto, as membranas de COL

e LN/COL demonstraram resultados mais significativos no periodo analisado.

Palavras—chave: Regeneracdo Ossea; Latex; Defeito 06sseo; Colageno; Ratos
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Abstract

PAIVA, M. B. Effects of natural latex and/or collagen membranes on guided bone
regeneration in rat tibiae. 2018. 135 p. Dissertation (Master degree) — Faculty of Medicine

of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, 2018.

The non-union of bone due to post-traumatic conditions or pathologies presents major
challenges for orthopedic practice, where the need to analyze new biomaterials that aid in the
regeneration process, has led several researchers to study the natural latex (LN) membrane
and collagen (COL) as forms of treatment through guided bone regeneration. The use of LN
has shown promising results in biomedical applications, presenting characteristics such as
biocompatibility, bone growth and natural stimulation to angiogenesis. Studies that use
collagen membranes for the same purpose have also observed good results in relation to
biocompatibility, hemostatic function, the power to aid wound healing, the ability to stimulate
cell adhesion and chemotaxis. However, they have a high capacity to degrade before
completing the final treatment period. Thus, the use of membranes containing these two
components can aid in the bone neoformation process through guided bone regeneration
(ROG), and the LN can function as a matrix for the controlled release of the collagen in the
defect. Therefore, the objective of this study was to evaluate the effect of the mixed
membrane, composed of LN / COL, in the process of bone repair in rat tibia defects. For this
purpose, forty (40) male Rattus norvegicus albinus rats of the Wistar variety, with five weeks
of age and average weight of 300 g were used. A bone defect was performed bilaterally in the
tibiae of all the animals, which were divided into 4 groups (n = 10), being: control group (C);
and treated: natural latex group (LN); natural latex / collagen group (LN / COL) and collagen
group (COL). The treatment time was 42 days and euthanasia of the animals was performed
by anesthetic overdose (ketamine / xylazine). After euthanasia, the tibia from each animal
were dissected and cleaned from the soft tissues, and stored according to each analysis
protocol. Computed microtomography (micro CT), densitometry, mechanical assay,
histology, and quantitative polymerization (RT-gPCR) were performed. Statistical analysis of
the data was performed using the SPSS® program (Version 20.0, IBM®, Armonk, USA) and
a significance level of 5% was adopted (p<0.05). The Shapiro-Wilk test was used to test
whether or not the data presented normal distribution. The comparison between the groups
(parametric data) was performed through the ANOVA test with Tukey post-test. Non-

parametric data were analyzed using the Kruskal-Wallis test. Statistical differences in BV



were found between the LN and CON groups (p <0.008); BV / TV of the LN / COL group
compared to the CON (p <0.016) and the LN (p <0.016); in the bone neoformation between
CON and COL (p <0.002); and maximal strength when compared to the COL group with
CON (p <0.050) and (p <0.001). The results showed that there was no significant difference
between groups in the analysis of BMD (p = 0.669), collagen (p = 0.224), relative rigidity (p
= 0.461), RANK L (p = and OPG (0.287), however, all the membranes used showed higher
values than the CON group. Thus, it can be concluded that the membranes used as treatment
showed efficacy in rat tibia repair, however, the COL and LN / COL membranes showed

more significant results in the analyzed period.

Keywords: Bone Regeneration; Latex; Bone Defect; Collagen; Rat.
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1 INTRODUCAO

A restauracdo de falhas Gsseas decorrentes de condi¢Ges poOs-traumaticas ou
patoldgicas continua sendo um dos maiores desafios na pratica ortopédica, de modo que, além
da dificuldade de consolidacdo e dos riscos de fraturas, 0s gastos anuais com 0s tratamentos
sdo preocupantes (BUZA; EINHORN, 2016). Razdo pela qual, estudos relacionados a
consolidacdo 6ssea, cada vez ganham mais destaque na ortopedia, tendo como foco principal
diminuir o tempo de consolidacdo de fraturas devido ao crescente numero de acidentes
automobilisticos (MARSELL; EINHORN, 2011).

Para atender esta alta demanda, somente nos Estados Unidos, por exemplo, sdo
realizados anualmente, mais de 250.000 enxertos @sseos, gerando grandes despesas
financeiras para a satde publica (MARSELL; EINHORN, 2011).

A tibia é o osso longo mais comumente fraturado. Apesar dessa estrutura ndo ser
protagonista de muitos estudos cientificos, ela estad associada a uma grande incidéncia de
retardo na consolidacdo e ndo-unido 6ssea (CROCI et al., 2003).

O sucesso no reparo 6sseo quer seja de um defeito 6sseo, quer seja de uma fratura, é
alcancado quando o tecido 6sseo é capaz de reestabelecer suas funcGes fisiologicas e suas
propriedades mecanicas. Sendo assim, conforme o calo formado progride nas fases da
consolidacdo, ocorre também um aumento na forca e rigidez da estrutura 6ssea (AUGAT et
al., 2014). Portanto, quando a consolidacdo 6ssea é inadequada, as consequéncias podem ser
devastadoras, que vdo desde uma alteracdo estética a uma importante perda da funcdo ou do
membro (BUZA; EINHORN, 2016).

Diante desta situacdo, centros de pesquisa em todo o mundo buscam métodos
alternativos para solucionar estes problemas. Um desses métodos é a Regeneracdo Ossea
Guiada (ROG), uma técnica de baixo custo que pode ser utilizada para favorecer a formagédo
Ossea e o reparo 6sseo, utilizando uma membrana biocompativel como barreira fisica contra a
invasdo local de tecidos ndo osteogénicos e que protege o coagulo sanguineo (GRUBER;
STADLINGER;TERHEYDEN, 2016).

1.1 Tecido 6sseo e ossificacéo

O tecido 6sseo é metabolicamente ativo e composto por células, matriz dssea e

membranas conjuntivas responsaveis por formar a estrutura esquelética e exercer importantes
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fungdes ao organismo, como: sustentacdo corporal, protecdo de 6rgdos internos e da medula
Ossea, armazenamento de calcio e fosfato, participacdo na homeostase mineral e na
hematopoese, e locomocdo, juntamente com o sistema muscular (FLORENCIO-SILVA,
2015).

Os ossos podem ser classificados e divididos em longos, curtos e chatos. Nesta
revisdo, serdo abordados, principalmente, os 0ssos longos, que apresentam sua estrutura
interna dividida por trés subcamadas: epifise, metafise e didfise (TORTORA,
DERRICKSON, 2012).

As epifises (proximal e distal) correspondem a extremidades do 0sso que se articulam
com outros 0ssos, garantindo a absor¢do da maior parte das forcas mecanicas exercidas pelo
corpo, fatores externos e acdo da gravidade. Esta regido é constituida internamente por 0sso
denominado esponjoso ou trabecular e externamente por o0sso cortical (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013).

Abaixo da epifise proximal encontra-se a regido conhecida como placa de
crescimento. Esta regido é responsavel por fazer com gque 0 0SS0 possa crescer e atingir o
tamanho ideal na fase adulta. Ao final desta fase a placa de crescimento é chamada metafise
(TORTORA,; DERRICKSON, 2012).

A diéfise corresponde ao corpo do 0sso, é composta por 0sso denominado compacto
ou cortical, devido a maior aproximacao das células dsseas, tornando essa regido mais rigida e
garantindo sustentacdo das epifises (TORTORA; DERRICKSON, 2012). Seu interior €
constituido por um canal onde se aloja a medula dssea, que é responsavel pelas fungbes
imunolodgica e metabdlica (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A sua estrutura externa é envolvida por uma membrana de tecido conjuntivo que o
protege, denominada, peridsteo. Sendo este composto por células osteogénicas capazes de
auxiliar nos processos de formacgdo e reparo 6sseo (FLORENCIO-SILVA, 2015). E sua
estrutura interna é constituida por uma matriz organica, formada por celulas (osteoblastos,
ostedcitos e osteoclastos), colageno e proteoglicanos. E por uma matriz inorganica composta
por fosfato de calcio e agua. O fosfato de célcio interage com o hidréxido de calcio
transformando-se em hidroxiapatita. A partir desta transformagdo, outros materiais
inorganicos véo se incorporando, como: o carbonato de calcio, sédio, magnésio e fluoreto
(CONSTANTINESCU, 2002).

A matriz inorgéanica garante alta rigidez ao 0sso, porém, é fragil e propensa a fratura.

Portanto, se faz necessaria sua juncdo com uma matriz orgénica, que garanta elasticidade,
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tornando assim, 0 0sso, um drgdo com alta resisténcia mecanica (cerca de 18 GPa) (MORAES
etal., 2012).

1.2 Remodelagdo Ossea

O osso estd em constante formacéo e reabsorcdo, este equilibrado fenbmeno acontece
de forma natural e é conhecido como processo de remodelacdo, onde um processo de
manutencdo da homeostase se dé& pela constante substituicdo de 0sso antigo por 0sso novo
(PAIVA et al., 2016). Este processo permite a renovagdo de 5 a 15% da massa 6ssea total por
ano (MORAES et al., 2012), harmonicamente, e por toda a vida, mas pode ser alterado se
houver desequilibrio entre eles (MORAES et al., 2012).

Para que ocorra a remodelacéo ¢ssea é necessaria a atuacdo de quatro tipos de células
Osseas: 0s osteoblastos, ostedcitos, osteoclastos e as células osteoprogenitoras (ANDIA,;
CERRI, 2015), através de um processo comandado por duas destas células que atuam em
constante equilibrio entre absorcdo e deposicdo éssea: 0s osteoclastos e os osteoblastos
(FLORENCIO-SILVA, 2015).

A remodelacdo 6ssea acontece em conjuntos pequenos de células que sdo chamadas
“unidades multicelulares basicas”, e consiste na reabsor¢ao de certa quantidade de ossos pelos
osteoclastos, e posteriormente, na formacdo de matriz ostedide pelos osteoblastos (AMADEI
et al., 2006).

Os osteoclastos sdo derivados de células hematopoiéticas (TEITELBAUM, 2012), e
sdo responsaveis por absorver 0sso velho, na mesma proporcao que 0sso novo é formado,
tornando este ciclo equilibrado (CHUNG et al., 2016). Em doencas onde ocorre falha na
deposicdo de 0sso, como na osteoporose, esta proporcdo provoca alteracdes no ciclo
(CHUNG et al., 2016).

No entanto, para que ocorra a deposicdo 0ssea, ou seja, a sintese de matriz dssea, €
necessaria a atuacdo dos osteoblastos, células osteoprogenitoras do esqueleto adulto
originadas pelas células-tronco mesenguimais (MSCs). Os osteoblastos estdo localizados na
camada celular do peridésteo, e possuem grande habilidade de formar osso e cartilagem
(PAPACHRONI et al., 2009). Além disso, os osteoblastos séo responsaveis pela deposicéo de
0ss0 através do aumento da secrecdo de osteoide e inibi¢do da acdo dos osteoclastos (CHUNG
et al., 2016), fazendo com que ocorra a cristalizagdo da hidroxiapatita, possibilitando que esse

0SS0 atinja a sua maturidade, quando passa a ser nomeado ostedcito.
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1.3 Reparagio Ossea

Mesmo sendo conhecido por sua alta rigidez, o 0sso pode estar propenso a lesdes em
sua estrutura, isso ocorre, por exemplo, nas fraturas, sendo necessario que ele passe por um
processo de reparagdo 6ssea (MARSELL; EINHORN, 2011).

Apdbs a ocorréncia de um trauma, além do 0sso, ocorre também lesdo do peridsteo,
vasos sanguineos e medula Ossea, e todas estas estruturas necessitam de reparos.
Imediatamente inicia-se a formacdo de um hematoma que é composto por células
progenitoras endoteliais (EPCs) - células sanguineas e da medula 6ssea (ALMUBARAK et
al., 2016). Essas células possuem a capacidade de se diferenciar em células osteogénicas
contribuindo tanto para a neovascularizacdo quanto para a formacdo Ossea durante a
cicatrizacdo (LEE et al., 2008). Nesta fase inicial, € fundamental uma secrecdo rapida e bem
regulada de moléculas pro-inflamatorias como as citocinas (ANDRADE et al., 2011)
necessaria para que ocorra o processo de cicatrizacdo, a partir da coagulacdo do hematoma ao
redor das extremidades da fratura, e dentro da medula 6ssea, formando um calo dsseo inicial
na regido da ferida (AMADEI et al., 2006; QUEIROZ, 2008 ; ANDRADE et al., 2011).

A resposta inflamatoria inicia seu pico ja nas primeiras 24 horas apds a lesdo e perdura
por sete dias, voltando a atuar e desenvolver um papel importante no final da reparagdo (CHO
etal., 2002).

Este evento provoca o aumento da sintese da matriz extracelular, estimulando a
formacédo de novos vasos sanguineos que irdo nutrir o 0sso que estd sendo formado (OKUNO
etal., 2016).

A reparacdo 0ssea € um processo complexo e envolve a expressdo de varios genes
(MARSELL; EINHORN, 2011).

Dois fatores reguladores sdo importantes na osteoclastogénese: ligante do receptor
ativador do nucleo do fator kappa B (RANK L) e a osteoprogesterina (OPG). Eles sdo
membros da superfamilia TNF-a, e o aumento de suas expressdes ocorre apos a fase inicial da
leséo, e durante o periodo de reabsorcao da cartilagem mineralizada (GERSTENFELD et al.,
2003). Na fase de formacdo éssea secundaria e reparacdo Ossea, € possivel observar a
presenca de RANKL e OPG, porém, em menor quantidade. No entanto, devido a seu papel
fundamental, ainda devem ser analisados nesta fase (GERSTENFELD et al., 2003; COLNOT,
2009).
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No entanto, quando decide-se estudar as influéncias que interferem na reparacdo 6ssea
deve-se observar outras sinalizagfes além da expressdo génica, como por exemplo, alteracdes
relacionadas a fatores mecanicos. Estes dados podem ser avaliados através da acdo de forcas
aplicadas no local da lesdo (CLAES, 2011).

Se o movimento exercido no local lesionado for moderado, o que ocorre
principalmente em o0ssos longos e curtos, uma cicatrizagdo ¢ssea endocondral e
intramembranosa € estimulada de forma indireta sendo caracterizada pelo surgimento de um
calo intermediario antes da formacéo do calo 6sseo definitivo (QUEIROZ, 2008).

O local da fratura ndo recebe estabilizacdo ou passa por reducdo anatémica, sendo
exposto a micro movimentos funcionais que sao benéficos para sua reparacdo. Contudo, deve-
se ter cuidado, pois 0 excesso de movimento ou carga no local lesionado pode desencadear
um atraso na cicatrizacdo 0ssea ou até interferir na sua consolidacdo (GREEN et al., 2005).

Se a regido da lesdo for estabilizada, atraves de placas e parafuso, 0 movimento sera
minimo, e a reparacdo sera de forma direta, sem a presenca de calo 6sseo (CLAES;
RECKNAGEL; IGNATIUS, 2012).

1.4 Regeneracio Ossea Guiada

A Regeneracdo Ossea Guiada (ROG) é uma modalidade terapéutica utilizada com
finalidade reconstrutiva, onde uma membrana oclusiva € utilizada como barreira para selar o
espaco do defeito Gsseo. Essa membrana é colocada abaixo da musculatura (Figura 1) e
funciona como uma barreira para separar células reparativas de proliferacdo lenta, de células
de proliferacdo rapida, permitindo a reparacdo adequada da &rea lesionada (KARANCSI;
BRATU, 2016).

A ROG é uma teécnica que vem sendo utilizada e reconhecida por sua eficacia em
diversos estudos cientificos, demonstrando resultados promissores, principalmente em 0ssos
chatos (MORAES et al., 2012).
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Figura 1: Representa a posi¢do da membrana oclusiva ap0s a realizagdo do defeito 6sseo e reposicionamento do
musculo.

Tecido muscular

Fonte: ELGALI et al., (2017).

Apesar da ROG ser amplamente utilizada na pratica clinica em reconstrucfes
maxilofaciais, (ELGALI et al., 2017) poucas pesquisas tem sido realizadas com o intuito de
analisar os efeitos da técnica em o0ssos longos (TURRI et al., 2016), evidenciando, portanto, a
necessidade de estudos adicionais que comprovem a eficacia de novos biomateriais que atuem
na reparacao do tecido 6sseo e suas aplicabilidades no esqueleto apendicular.

Este método evita a migracdo dos fibroblastos para as camadas internas da lesdo e
impede a criacdo de tecidos fibrosos ndo osteogénicos (MRUE et al., 2004), proporcionando
melhor qualidade na consolidacdo (através de organizacdo de suas fibras de colageno), além
de favorecer a proliferacdo celular e cicatrizacdo adequada (MARTINS et al., 2010).

Para auxiliar na ROG, séo utilizados materiais com capacidade osteogénica, porem,
para que o potencial do material seja considerado real, o defeito sem tratamento deve
expressar ma qualidade 6ssea neoformada ou complicacdes no seu completo reparo (PRADO
et al., 2006).

1.5 Defeito 6sseo

No modelo experimental de defeito 0sseo é possivel reproduzir alterages equivalentes
as encontradas em seres humanos, sendo que, quando se utiliza animais como ratos, esses
defeitos ndo devem ultrapassar o tamanho de 3,5mm em tibias e 5mm em calvaria (PRADO et
al., 2006; ERENO et al, 2010). No entanto, uma variedade de analises podem ser reproduzidas
neste modelo animal, com relevancia significativa para melhorar técnicas e avangos na

prevencdo e tratamentos de reparacdo 6ssea (PRADO et al., 2006).
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Os defeitos 6sseos sdo realizados por meio de um procedimento cirirgico com auxilio
de equipamento especifico capaz de romper uma cortical 6ssea até alcancar a medula 6ssea,

ou seja, ndo ultrapassam as duas corticais (ERENO et al., 2010).

1.6 Latex Natural

O Latex Natural (LN) extraido da seringueira Hevea brasiliensis, ¢ um sistema
polidisperso sendo uma forma natural de poli-isopreno Cis (Figura 2), constituido por
moléculas de borracha, ndo-borracha (proteinas, lipidios, carboidratos e aclcar) e &gua
(FERREIRA et al., 2009). E uma substancia que ha anos é aplicada na industria geral, como
composto para fabricacdo de diversos materiais como luvas, baldes e preservativos (BORGES
etal., 2017).

Figura 2: Representa a estrutura molecular do latex natural
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Legenda: Mondémero de poliisopreno Cis
Fonte: FERREIRA et al., (2009)

Recentemente, véarias aplicagdes biomédicas estdo sendo propostas para o LN,
considerando seus efeitos benéficos ja observados na cicatrizacdo de feridas. Estudos em
tribos indigenas demonstraram que a membrana de LN possui caracteristicas que favorecem a
proliferacdo e cicatrizagdo tecidual (BARROS et al., 2017). Adicionalmente, pesquisas que
envolvem a utilizagdo do LN na promoc¢éo da osteogénese na ROG da calvaria e cura de
alvéolos dentarios evidenciam auséncia de reagdes alérgicas, rejeicdo ou formacgéo de tecido
fibroso (BALABANIAN et al., 2006; ERENO et a., 2010).

Devido ao seu grande potencial de estimular a angiogénese, adesdo celular e
formagcdo de matriz extracelular, o LN apresenta outras vantagens como elasticidade,
flexibilidade, resisténcia mecanica, e principalmente, baixo custo de aquisicdo (MIRANDA et
al., 2017). O LN possui caracteristicas Unicas para 0 processo de reparo 6sseo, pois, devido as
suas propriedades osteoindutoras (MOURA et al., 2014; TURRI et al., 2016), é capaz de
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influenciar na formacdo de novo 0sso, a partir da diferenciacdo de células osteoprogenitoras,
originadas de MSCs (BALABANIAN et al., 2006; ERENO et a., 2010).

Todos esses fatores comprovam a superioridade do LN quando comparado a outros
materiais que também sdo utilizados na ROG, como, por exemplo, o colageno (BUBALO et
al., 2017), conhecido pela precoce degradacéo; o politetrafluoretileno expandido (e-PTFE),
que comprovadamente pode causar reacdes inflamatdrias e, consequentemente, diminuicéo do
0sso neoformado no local do defeito 6sseo (MOURA et al., 2014; FLORIANO et al., 2016) e
as membranas de Acido Poli-latico/Acido Poli-glicélico (PLA/PGA), que também s&o
absorvidas antes do periodo final de consolidagdo, apresentando neoformacdo dssea inferior
ao desejado (SIMION, et al, 1997).

Deste modo, avaliar as caracteristicas que diferem o LN de outros biomateriais €
fundamental. Para isto, Mrué et al. (2000) realizaram estudo sobre as alteracdes histoldgicas
decorrentes da implantacdo de uma membrana de LN no eséfago e parede abdominal de cées,
observaram a presenca de novos vasos sanguineos formados no local estudado, além da
adesdo celular e formacdo de matriz extracelular, sem a formacéo de tecido fibrético, o que
foi favoravel para o processo cicatricial.

Devido a escassez de informacGes sobre a biocompatibilidade das membranas de latex,
Zimmermann et al. (2007), estudaram trés diferentes membranas (latex centrifugado, latex
ndo centrifugado e membrana comercial) implantadas na musculatura abdominal de cées.
Apbs 45 dias a rejeicdo foi observada apenas nos animais que tiveram a membrana de latex
ndo centrifugado implantada.

Da mesma forma, seu uso pdde ser comprovado através do estudo de Frade et al.
(2004) que aplicou as membranas de LN centrifugado em lesfes cutaneas, para o tratamento
de ulceras diabéticas de membros inferiores maiores que 1 cm e originadas a mais de dois
meses. Clinicamente, foi observada formacdo de tecido de granulagdo com diminui¢do do
sintoma de dor. A nivel histopatolégico foi verificada a diferenciacdo do tecido cicatricial e
areas de neoangiogénese, com aumento do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF)
(FRADE et al., 2004).

Avancos na experimentagdo celular e animal permitiram a evolucéo das pesquisas com
0 LN, possibilitando sua aplicagdo em humanos no tratamento de Ulceras de pressdo de
pacientes diabéticos (SILVA et al, 2017). Entretanto, outros estudos experimentais com o LN
atuando na ROG ainda sdo necessarios, principalmente em 0ssos longos, pois, este tipo de

pesquisa ainda nao foi relatada na literatura, e informacgdes sobre sua aplicacdo em outro tipo
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de osso, diferentemente da calvéria, devem ser esclarecidas, comprovando sua eficdcia antes
de serem iniciados testes clinicos deste tratamento na ndo-unido Ossea e atrasos de

consolidagdo em humanos.
1.7 Colégeno

O colageno (COL) é uma proteina fibrosa insoltvel, organizada em fibras resistentes
que representam 30% das proteinas totais e 6% de todo peso humano (SCHWARZ et al.,
2006). Cada molécula de colageno é formada por trés cadeias polipeptidicas, em torno de
1000 aminoéacidos cada uma e apresentam formato de hélice composta por hidroxiprolina-
prolina-glicina (Figura 3) (PARRY;SQUIRE, 2005). Classifica-se em mais de 20 tipos, que

estdo presentes em varias partes do corpo como a pele, 0ssos, cartilagem, e vasos sanguineos.

Figura 3: Representa e formula e estrutura molecular do colageno
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Legenda: Formato de hélice composta por hidroxiprolina-prolina-glicina
Fonte: PARRY;SQUIRE (2005)

Estima-se que os colagenos tipo I, Il e Il estdo presentes em 80-90% do corpo
(BUBALDO et al., 2017). Em combinacdo com sais de célcio, o colageno é responsavel pela
rigidez dos 0ssos, e em associacdo com a elastina, formam estruturas mais flexiveis presentes
também nos o0ssos e pulmdes (CHU, et al., 2017).

Os produtos comercializados a base de colageno sdo compostos, principalmente, de
colageno tipo 1 e 111, que sdo produzidos a partir de pele animal, tenddes ou visceras (KHOR,
1997).
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O colageno pode também ser comercializado na forma hidrolisada, através da quebra
das proteinas em aminodcidos. Geralmente é utilizado na alimentacdo, como forma de
suplementar sua auséncia, sendo indicado para fortalecer as diferentes estruturas do corpo e
para degeneracdo articular, ganho de massa, fortalecimento tissular e muscular
(GUILLERMINET et al.,, 2012). Sua absorcdo ocorre no intestino, através da corrente
sanguinea e sua auséncia compromete a reparacdo 0Ossea, pois aumenta a atividade dos
condrécitos, e prejudica o crescimento e diferenciacdo de células osteoblasticas
(GUILLERMINET et al.,, 2012). Apesar disso, sua eficdcia ainda € questionada
cientificamente.

Varios pesquisadores vém analisando seus efeitos em procedimentos cirdrgicos
experimentais como enxerto 6sseo em implante dentario (KARANCSI; BRATU, 2016), como
membrana na regido subcutanea do dorso de ratos (SCHWARZ et al., 2006) e em feridas
abertas de roedores (RHO et al., 2006).

Bubalo et al. (2017) relatam que as membranas a base de colageno sdo utilizadas na
pratica clinica odontologica para aplicacdes relacionadas com a ROG de alvéolos dentarios.
No mercado comercial, podem ser observadas membranas de colageno de diversas origens e
espessuras. Portanto, estudos relacionados a sua efetividade sdo presentes na literatura.

As membranas confeccionadas a partir de coldgeno apresentam varias propriedades
vantajosas incluindo a biocompatibilidade, a funcdo hemostatica que permite uma
estabilizacdo precoce da lesdo (SCHWARZ et al., 2006), possuem o poder de aumentar a
espessura tecidual durante a cicatrizacdo de feridas, além de capacidade de estimular a adeséo
celular e a quimiotaxia, tornando o colageno um material ideal para o desenvolvimento de
membranas (BUBALDO et al., 2017).

No entanto, Schwarz et al., (2006) estudaram a aplicacdo de membranas de colageno,
e observaram uma répida degradacdo apos sua aplicacdo, resultando em uma baixa resisténcia
da membrana, 0 que a torna suscetivel ao colapso no defeito. Em um estudo realizado na
Academia Médica Militar, da Universidade de Pristina-Kosovo (BUBALO et al., 2013), foi
observado que os defeitos cobertos com membranas de colageno reticuladas mostraram um
melhor nivel de vascularizacdo em comparagdo com defeitos com membrana néo reticulada
ou com defeitos vazios.

Através do processo de reticulacdo da membrana por radiacdo ionizante, € possivel
alcangar um retardo no seu processo de degradacdo, no entanto, estudos com diferentes

modelos de defeitos experimentais ndo obtiveram resultados positivos (BORNSTEIN, 2007,
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CHU et al., 2017). Portanto, as informac0es resultantes da aplicagdo deste tipo de membrana

ainda ndo estdo totalmente esclarecidas.

1.8 Latex Natural/Colageno

A utilizacdo de membranas de COL e de LN, ja s@o conhecidas na literatura atual, e a
partir destes estudos, ha inimeras informacdes sobre suas aplicacdes, beneficios e limitacdes.
No entanto, ainda sdo escassas as informagfes sobre 0 uso destes dois materiais em um unico
compdsito. Dentre esses poucos trabalhos, destaca-se de Da Cruz et al. (2003), que estudou 0s
efeitos piezoelétricos da interacdo destes dois materiais, e concluiu que a temperatura do
colageno é aumentada na presenca do LN, resultando em diminuicdo da piezoeletricidade.

Um outro trabalho importante na area é o de Arlindo; Fuzari Jr e Malmonge (2006).
Esses autores desenvolveram membranas de LN e colageno hidrolisado por meio do método
“casting”, a partir de variacdo de propor¢des dos materiais, € posteriormente, analisaram o0s
materiais utilizando as técnicas de calorimetria diferencial de varredura e espectroscopia,
concluindo que o latex e o coldgeno possuem interacdo compativel, e apresentam uma
transicéo vitrea de - 61°C independente da quantidade de colageno adicionada.

Contudo, até o momento, ndo foram relatados estudos a partir da interacdo de Latex
Natural/Colageno (LN/COL) com aplicagbes in vivo, sendo que esta associacdo podera
agregar resultados positivos através da aplicacdo de uma membrana de colageno hidrolisado

associada ao LN para uso na ROG de tibias de ratos.
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2 HIPOTESES

Ho: As utilizagbes das membranas de LN; LN/COL e COL em defeitos 6sseos nas tibias de

ratos, ndo apresentam diferenca entre si quanto a reparacdo 0ssea.

Hi: As utilizacdes das membranas de LN; LN/COL e COL em defeitos dsseos nas tibias de

ratos, apresentam diferenca entre si quanto a reparacéo 0ssea.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Avaliar o efeito da membrana de latex natural, de colageno, e de latex natural
associada ao coladgeno no processo de reparagdo dGssea em defeitos realizados na regido
metafisaria de tibias de ratos.

3.2 Obijetivos especificos:

- Avaliar e comparar os efeitos de diferentes membranas quanto a morfologia, densidade
mineral Ossea, propriedades mecanicas, neoformacdo Ossea, presenca de colageno,

microarquitetura 6ssea e a expressdo dos genes envolvidos no processo de reparacao 0ssea.






Material e méetodos
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Etica experimental

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacido Animal da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo (FMRP/USP),
através de numero de protocolo 0084/2017 (ANEXO 1). Todos os procedimentos propostos
estdo de acordo com a Lei Numero 11.794, de 08 de outubro de 2008 (BRASIL, 2008) que

regulamenta o uso de animais em pesquisa cientifica.

4.2 Animais experimentais

Foi realizado um estudo preliminar para definir a metodologia que seria empregada na
realizacdo do procedimento cirdrgico e um teste amostral para padronizar o nimero total de
animais de acordo com as analises. Portanto, neste estudo foram utilizados 40 (quarenta) ratos
machos da raca Rattus norvegicus albinus, da variedade Wistar. Os animais foram fornecidos
pelo Biotério Central da Prefeitura do Campus da USP de Ribeirdo Preto, com 5 semanas de
idade, pesando aproximadamente 300g, e ficaram alojados no Biotério do Laboratério de

Bioengenharia da FMRP/USP para a realizacdo dos experimentos.

421 Alojamento e alimentagéo

Apbs a chegada ao biotério do Laboratério de Bioengenharia, os animais foram
pesados, identificados, e mantidos em caixas coletivas de polipropileno forradas com
maravalha (de 2 a 3 ratos por caixa), uma vez que esta espécie apresenta convivéncia coletiva.

Os animais foram mantidos em ambiente calmo e com condigdes normais
controladas (22 + 2°C, 55/60% de umidade e ciclo 12h claro/escuro), e sua alimentacéo foi a
base de ragdo padrdo para ratos e agua a vontade.

Antecedendo o procedimento cirdrgico, 0s animais passaram por periodo de
adaptacdo ao novo ambiente com duracdo de uma semana, sendo somente manipulados para

pesagem e troca de maravalha.
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4.3 Preparagdo das membranas

Antes do procedimento de implantacdo nos defeitos 6sseos, as membranas de COL
foram cortadas em discos de 6 cm x 4cm (base x altura) e reidratadas em solugdo salina
fisiologica estéril, conforme instrucGes do fabricante.

Para as membranas que continham LN, foi utilizado o produto originado de uma
mistura dos clones RRIM 600 e PB 235, ja centrifugado e pronto para uso, fornecido pela
empresa BDF Comércio de Produtos Agricolas LTDA-Brasil, e cedido pelo professor Dr.
Rondinelli Donizetti Herculano, do Departamento de Bioprocessos e Biotecnologia da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara da Universidade Estadual Paulista
(UNESP).

Com o objetivo de eliminar as proteinas de maior peso molecular, que estdo
relacionadas a reagdes alérgicas, o LN passa por processo de centrifugacdo a 8000g com
adicdo de 0,5% de amoénia, de forma a obter 60% de latex do conteldo de borracha seca
(BARROS et al.,, 2017), devido a separacdo de seus componentes em soro, proteinas e
residuos como cascas da arvore (BORGES et al., 2017).

A utilizacdo da amonia se justifica por seus efeitos biocidas, pois, proporciona a
sustentacdo do pH ligeiramente alcalino e mantém a estabilidade do latex (anibnico)
(MIRANDA et al., 2017).

A Unido Internacional de Sociedades de Imunologia identificou as proteinas Hev b-1
a b-7 como alergénicas (ALLARCON et al., 2003), e Barros et al., (2017), demostraram que,
no processo de centrifugacdo, 27% destas proteinas sao removidas.

De acordo com Allarcon et al. (2003), as proteinas de 14 kD (Kilodalton) ou de 27
kD de tamanho, provavelmente estdo relacionadas a reagdes alérgicas entre profissionais de
salde que utilizam luvas de latex diariamente.

E importante ressaltar também, que o LN utilizado neste estudo foi produzido sem
vulcanizante, pois, neste processo, é adicionado o enxofre, e este material é considerado um
dos maiores causadores de alergia (HERCULANO et al., 2009).

Posteriormente, a obtencdo do LN, as membranas de LN e LN/COL foram
produzidas no laboratério de Bioengenharia da FMRP/USP seguindo a metodologia de
Herculano et al. (2009) e Ereno et al. (2010) (Figura 4), adaptada para a adic¢éo de colageno.
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Figura 4: Mostra membranas de LN (A), LN/COL(B) e COL(C).
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Fonte: Imagens A e B autoria propria. Imagem C displ)pnibilizada pela GenDerm®, fabricante da membrana de
colageno.

O colageno utilizado para confeccionar as membranas mistas (LN/COL), é derivado
de osso e pele bovina, do tipo I, em pg, hidrolisado, sem incipientes, manipulado, e adquirido
na empresa Hidrata Pharma Farmacia de Manipulagdo® (S&o José do Rio Pardo — SP, Brasil).
O processo de fabricacdo se define em triturar 0 0sso, que em seguida, é desengordurado
embebendo em &cido para remover o célcio, tratado e dissolvido em micro particulas para
quebrar as ligacbes de colageno, e finalmente, desidratado, resultando em aminoacidos
(GUILLERMINET et al., 2012).

Para a producdo das membranas foi adotado o método “casting”, que consistiu em
depositar solugdes de LN, ou LN/COL em placa Petri com 6,0cm de didametro, formando uma
fina camada de aproximadamente 0,50 mm de espessura (Figura 5). As solucGes foram
pipetadas nas placas com auxilio de pipeta da marca GILSON, modelo KD 52133, P1000
(100-1000uL), e permaneceram em secagem ar ambiente (com temperatura de 24°C £ 2°C)
por 48 horas. As membranas de LN foram produzidas na proporcéo de 1,9 mL de LN e 1,25
mL de &gua destilada. As de LN/COL foram produzidas na proporcéo de 187,5mg de COL
para 1,9mL de LN e 1,25mL de agua destilada.

O COL foi previamente solubilizado em agua destilada e misturado em agitador
magnético por 3 minutos, para atingir sua dissolu¢do. Em seguida foi acrescentado o LN com
auxilio de pipeta, e misturado por mais 3 minutos.

Ap0s deposicdo nas placas e secagem (HERCULANO et al., 2009), as membranas
foram cortadas e medida a espessura com micrometro da marca Mitutoyo®.

Posteriormente, foram embaladas individualmente em material para autoclave,
identificadas e enviadas & empresa ACECIL® para esterilizago & 6xido de etileno.

A terceira membrana utilizada foi adquirida comercialmente com o objetivo de

comparar um produto ja consagrado na pratica clinica com as membranas desenvolvidas. Ela
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é produzida a base de colageno tipo | de origem 6ssea bovina, da marca GenDerm® Genius,
fabricada pela Baumer S.A. (Mogi Mirin, SP, Brasil).

Figura 5: Apresenta a sequéncia de producdo da membrana de LN. A) Latex liquido depositado em placa Petri;
B) Membrana de LN pronta; C) Afericdo da espessura da membrana; D) Membrana moldada para utilizacdo no
procedimento cirdrgico.

Fonte: Carlos (2017).

4.4 Grupos experimentais

Os animais foram divididos em 4 grupos (n=10), Figura 6, sendo: grupo controle
(CON) que ndo foi submetido a intervencdo com nenhum tipo de membrana sobre os defeitos
6sseos bilaterais; O grupo latex natural (LN), que foi submetido a intervencdo com
membranas de LN sobre os defeitos dsseos; grupo latex natural/colageno (LN/COL) que foi
submetido a intervencdo com membrana de LN/COL sobre os defeitos Gsseos, e grupo
colageno (COL), que foi submetido & intervencdo com membranas de COL sobre os defeitos

0sseos.

Figura 6: Distribuicdo dos animais por grupos CON; LN; LN/COL e COL.
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4.5 Procedimento cirargico

O procedimento cirurgico (Figura 7) foi realizado bilateralmente em todos 0s grupos
experimentais. A técnica foi baseada na metodologia de Prado et al. (2006). Os animais foram
pesados e anestesiados com uma solucdo de 1,2 mL de ketamina (50 mg/kg) e 1,0 mL de
xilazina (10 mg/kg), e aplicada 0,01mL/kg via intramuscular na regido posterior da coxa.
Apbs confirmacdo da anestesia, foi realizada administracdo 0,05 mL de pentabiotico em cada
animal. Em seguida, foi feita tricotomia e a assepsia local dos membros pélvicos, e 0s animais
foram encaminhados para a sala de cirurgia, onde foram posicionados em triplice flexdo do
membro pélvico.

Foi localizada a articulacdo do joelho, e medido 1 cm a partir da articulacdo, com
auxilio de escala metélica da marca Trident®. No terco médio da face proximal da tibia, foi
realizada uma incisdo linear na pele e na musculatura de aproximadamente 1 cm, com lamina
de bisturi nmero 11, previamente montada em cabo de bisturi nimero 3.

A pele e os musculos foram afastados e um defeito 6sseo foi realizado, com uma
broca tipo trefina de 2,9 mm de didmetro externo, acoplado a um micro motor elétrico (210/
105L, Strong®, Korea) usado na odontologia, com aproximadamente 3000 rotagBes por
minuto (rpm) e constante irrigacdo de solucdo fisioldgica estéril de cloreto de sodio 0,9%,
para evitar o superaquecimento do local.

Nos animais do grupo controle, foi realizado o defeito, porém, ndo houve intervencao
de tratamento. Nos demais grupos foram posicionadas as membranas (LN, COL ou LN/COL),
previamente esterilizadas e moldadas em tamanho adequado para cobrir a regido do defeito.
Apds realizado o defeito e tratamento, todos os animais tiveram a musculatura suturada com
fio absorvivel de Vicryl 0,4 e a pele com fio ndo absorvivel de Nylon 0,4. Uma dose de 0,2
mL de dipirona foi administrada via subcutanea logo apds o procedimento cirurgico e durante

3 dias, 2 vezes ao dia.
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Figura 7: Etapas do procedimento cirdrgico para realizagdo do defeito 6sseo e tratamento: A) Tricotomia e
incisdo na pele; B) Exposicdo da face medial da tibia; C) Broca trefina utilizada para a realizagdo do defeito sob
irrigacdo constante de solucdo fisioldgica estéril; D) defeito 6sseo; E) Aplicacdo da membrana sobre o defeito;
F) Sutura do musculo e da pele.

Fonte: Arquivo pertencente ao estudo.

4.6 Eutanasia, preparo e descarte

Apo6s o periodo experimental de 42 dias, os animais foram submetidos a eutanésia
utilizando dose excessiva de anestésicos xilazina e ketamina (0,35 g/kQ).

Posteriormente, foram dissecadas as tibias direitas e esquerdas de cada animal,
retirada das partes moles, identificadas e armazenadas até o dia das anélises, obedecendo ao
protocolo de cada anélise a ser realizada. As tibias direitas foram destinadas a anélise de
microtomografia computadorizada (Micro CT) (n=5), DMO (n=10) e ensaio mecanico
(n=10). As tibias esquerdas foram destinadas a histologia (n=5) e Reacdo de Polimerizacao
em Cadeia quantitativo (RT-qPCR) (n=5).

As carcacas dos animais foram colocadas em saco pléastico especifico, identificadas e
congeladas em freezer para posterior descarte e incineracdo no Biotério Central da Prefeitura
do Campus da USP de Ribeirdo Preto.

4.7 Teste Amostral

Em estudo anterior de Yamanaka et al. (2017) foi avaliada a neoformacéo e verificado
que o grupo controle apresentou desvio padrdo de 3,08% e a diferenca entre grupo
experimental e grupo controle foi de 7,7%. Assim, considerando um poder 0,80 e a
probabilidade de Erro Tipo | associada a hip6tese nula de 0,05, chegou-se em um n=5 para as
andlise histoldgicas (neoformacéo 0ssea e colageno). Também no estudo, foi verificado que o
desvio padrdo do grupo controle para forca méaxima foi de 6,6N e diferenca entre grupo

experimental e controle foi de 8,43N. Considerando um poder 0,80 e a probabilidade de Erro
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Tipo | associada a hipotese nula de 0,05, chegou-se em um n=10 para esta analise mecénica e
DMO. Para as analises de RT-qPCR e micro CT adotou-se n=5, nimero normalmente usado
na literatura devido ao alto custo destas analises (BUTEZLOFF, 2018).

Para a realizacdo do calculo amostral foi utilizado o programa PS Power and Sample
Size Calculations (Copyright © 1997-2009 by William D. Dupont and Walton D. Plummer).

4.8 Analises
4.8.1 Anélise clinica dos animais
Durante todo o periodo experimental os animais foram analisados clinicamente, sendo
observado a presenca ou ndo de edema, inflamacdo, estresse através do aspecto geral dos
animais, movimentacdo espontanea, sinais especificos na regido periorbitaria e focinho,

condigdes da pelagem e massa corporal (Figura 8).

Figura 8: Desenho esquematico que ilustra as regides de pigmentacdo de porfirina. As regides
numeradas em 0 séo as sem depdsito de porfirina e 4 para a maxima quantidade de porfirina.

Fonte: FALCAI, (2011).

4.8.2 Anélise macroscépica

Antes das analises serem iniciadas, 0s 0ssos foram pesados em balanca de preciséo
da marca Marte®, modelo AC-2000, com preciséo de 0,01 g. O comprimento da tibia foi

medido com paquimetro digital da marca Mitutoyo® com precisdo de 0,01 mm.
4.8.3 Micro CT
Apbs a eutanasia, as tibias direitas foram retiradas, limpas e armazenadas em freezer

da marca Electrolux® modelo FE 26, em temperatura de —20°C. Para a analise de

microtomografia computadorizada (micro CT), foi utilizado um aparelho de micro CT da
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marca Bruker®, (SkyScan Bruker MicroCt Skycan, Kontich, Bélgica), pertencente a
Faculdade de Odontologia da UNESP de Araraquara.

Para analisar os parametros tridimensionais (3D) da regido do defeito dsseo, as
amostras foram escaneadas a 70 kVp e 357 PA, usando um filtro de aluminio de 1 mm, para
otimizar o contraste, e um voxel cubico de 18 um3. A analise seguiu os parametros de BV e
BV/TV.

As reconstrucdes de imagens 3D foram feitas usando o software NRecon® (versdo
1.6.9.8, Bruker®, Kontich, Bélgica), que forneceu secces transversais axiais das estruturas
internas das amostras. A regido de interesse foi delineada na metéfise proximal da tibia, local
do defeito dsseo.

A reconstrucdo foi manualmente selecionada e definida iniciando a 10 mm apos o
inicio da diafise proximal por uma extensdo de 3,0mm e o mesmo nivel limiar foi utilizado
em todas as amostras onde o defeito 6sseo foi isoladamente demarcado. O software CTAN®
(versdo 1.13.11.0, Bruker®, Kontich, Bélgica) foi utilizado para determinar o nivel de limiar
ideal de binarizacdo da imagem.

A arquitetura trabecular foi caracterizada pelo volume dsseo (BV) e pela fracdo do
volume dsseo/volume total (BV/TV). A nomenclatura seguiu as recomendagfes da American
Society of Bone and Mineral Research (BOUXSEIN et al, 2010). Foi utilizado o software
CTVol® (verséo 2.2.3.0, Bruker®, Kontich, Bélgica) para a obtencéo das imagens em 3D.

4.8.4 Densidade Mineral Ossea

A andlise da densidade mineral d6ssea (DMO) foi realizada no Laboratério de
Bioengenharia da FMRP/USP, em aparelho modelo DPX-1Q da marca Lunar® (USA), com
software DPX versdo 4.7e, especial para pequenos animais e de alta resolugcdo. Os 0ssos
foram posicionados com a face medial da tibia direcionada para cima, alinhados e submersos
em um recipiente plastico contendo soro fisioldgico a 2,0 cm de profundidade, onde foram
adquiridas as imagens.

Para a realizacdo das andlises, foi utilizado o mesmo programa computacional e uma
ferramenta especial de selecdo para delimitar a regido de interesse (ROI), que correspondente
ao defeito dsseo (Figura 9). Para selecionar exatamente a regido de estudo, 0s 0ssos foram
mensurados com auxilio de um paguimetro, e por meio desta medida foi feita uma

transposicdo da escala real para a imagem escaneada do software do equipamento (Figura 10),
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em que: cl é o comprimento da tibia na escala real; pl é a posi¢do do defeito na escala real;
c2 é o comprimento da tibia imagem escaneada pelo densitdmetro; p2 é a posic¢do do defeito
na imagem escaneada pelo densitometro. E a partir desta analise foi possivel se obter o

resultado de densidade mineral éssea (DMO) de cada amostra.

Figura 9: Imagem das tibias na andlise de DMO.

Fonte: Imagem pertencente ao estudo, disponibilizada pelo software DPX versdo 4.7e.

Figura 10: Transposicao da escala real para a imagem escaneada do software do equipamento.

Legenda: c1 é o comprimento da tibia na escala real; p1 é a posicao do defeito na escala real; c2 é o
comprimento da tibia imagem escaneada pelo densitdmetro; p2 é a posicéo do defeito na imagem escaneada pelo
densitémetro.

Fonte: Arquivo pessoal.

4.8.5 Andalise Mecanica

Posteriormente & densitometria 6ssea, 0s mesmos 0ssos foram submetidos ao ensaio
mecanico de flexdo em trés pontos na maquina universal de ensaios EMIC® modelo
DL10000N (Séo Jose dos Pinhais, Brasil), do Laboratorio de Bioengenharia da FMRP/USP.

Foi adotado o ensaio de flexdo em trés pontos, considerado de baixa velocidade e
estatico, onde a forga € aplicada lentamente até o rompimento da amostra.

Para mensurar a forca aplicada no ensaio, foi utilizada uma célula de carga com

capacidade de 500 N com pré-carga de 5 N. O osso foi apoiado na base e na regido que foi
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realizado o defeito 6sseo (Figura 11) com distancia de 15 mm entre eles. A carga foi aplicada
em sentido postero-anterior da tibia e adotada uma velocidade de aplicacdo da forca de 5
mm/min. O software Tesc® foi utilizado para gerar um gréfico de carga versus deslocamento
para cada ensaio. As propriedades mecanicas analisadas foram: forca maxima (N) e rigidez

relativa (N/mm).

Figura 11: Imagem representa o posicionamento de uma tibia de rato durante o ensaio de flexdo em trés pontos.

¥ .
Fonte: Propria autoria

4.8.6 Andlise Histoldgica

Apos a dissecacdo, as 5 tibias esquerdas de cada grupo foram identificadas e imersas
em formol 10% por 24 horas. Em seguida, foram colocadas em solucdo de &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 10% e A&gua destilada, para a descalcificacdo,
permanecendo por um periodo de 30 dias em temperatura ambiente, com troca da solucédo
realizada a cada 2 dias.

Em seguida, as pecas foram lavadas em agua corrente overnight e desidratadas em
série crescente de alcool, de 70% a 100%, permanecendo 1 hora em cada concentracdo. Os
materiais foram ent&o diafanizados em xilol, sendo realizadas 3 trocas com intervalos de 1
hora. Posteriormente, a parte inferior da tibia (abaixo do defeito) foi cortada e descartada. Os
blocos em parafina foram confeccionados de modo que a face medial da tibia ficasse exposta
para cortes. Foram realizados cortes no sentido longitudinal, sequenciais, de Sum de
espessura. Os fragmentos contendo a regido do defeito foram capturados em laminas de vidro

com polilisina, onde cada lamina conteve 4 cortes seriados.
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Foram obtidas 18 ldminas de cada amostra e destas, 6 foram coradas pela técnica de
picro sirius red (laminas pares, 24 cortes), 12 pela técnica de tricrdmio de Masson (laminas
impares, 48 cortes) buscando a identificacdo das estruturas para serem avaliadas no

microscopico.

4.8.6.1 Quantificacdo de Colageno

As laminas pares foram coradas com a técnica de picro sirius red para quantificacdo
do colageno. Elas foram analisadas em microscépio éptico Axion Imager Z2® acoplado a uma
camera digital (Zeiss®) pertencentes ao Laboratério de Ciéncias Morfoldgicas da Faculdade
de Odontologia de Ribeirdo Preto/USP. Este aparelho possui luz polarizada e através da
birrefringéncia € possivel observar as fibras colagenas. Nas cores amarelo e vermelho é
possivel identificar o colageno tipo | (maduro) e em verde o colageno tipo Ill (imaturo)
(CURY etal., 2016).

A analise das fibras de colageno foi feita em objetiva de 5x (vezes), somente na regido
do defeito 6sseo, pelo programa Axiovision®, que capta as diferentes tonalidades e quantifica
a area correspondente em uma? referentes as fibras sobre a luz polarizada. A area foi expressa
pela razdo da area de coldgeno no defeito pela éarea total e apresentada em porcentagem de
area (Col.Ar/Tt.Ar - %) (PARFITT et al., 1987).

Foram selecionados o 1° e 0 3° corte de cada lamina que foram entdo capturados para
analise de colageno.

A regido de interesse foi demarcada e excluidas da quantificacdo as areas fora do
defeito (Figura 12). Este processo foi realizado nos dois cortes de cada lamina que ao final da
analise apresentou o valor correspondente, onde foi calculada a média destes dois valores de

cada ldamina para a realizagdo das analises estatisticas.
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Figura 12: Etapas da analise do colageno total por area total nos defeitos 6sseos.

Legenda: A) Setas amarelas indicam as fibras de colageno; B) Setas vermelhas indicam a delimitagdo da area de
analise, representadas por um circulo vermelho; C) Setas azuis indica somente a area de interesse selecionada.
Fonte: Programa Axiovision®

4.8.7 Quantificacdo de neoformacdo G6ssea

As laminas impares foram coradas com tricrdmio de Masson para analise da
neoformacdo Ossea. Foram selecionados o 1° e o 3° corte de cada l&mina, que foram
capturados para a realizagdo da quantificacdo. A area de interesse foi expressa pela razdo da
area de 0sso pela area total (B.Ar/Tt.Ar-%), analisada através pelo programa Axiovision® em
objetiva de 5x. As regides contendo o0sso trabecular foram demarcadas em cor verde e em
seguida somente a area de interesse foi selecionada e avaliada para obter-se a quantidade de
0sso trabecular neoformado (Figura 13). Apos realizacdo das analises, o resultado quantitativo
dos 2 cortes de cada lamina, foram tabelados e a média destes valores foi encaminhada para

andlise estatistica.

Figura 13: Etapas do procedimento de analise do defeito dsseo em laminas coradas com tricromio de Masson.

A) Seta vermelha indica a marcacdo de 0sso trabecular; B) Seta verde indica a selecdo da &rea de interesse; C)
Seta amarela indica a quantificacdo da area de interesse.
Fonte: Programa Axiovision®
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48.8 RT-gPCR

A técnica de Reacdo de Polimerizacdo em Cadeia quantitativo (RT-gPCR) consiste na
sintese de DNA complementar (cDNA) a partir de pequenas quantidades de acido
ribonucléico (RNA) extraido das amostras (BUSTIN, 2000).

Para este estudo, 5 amostras de cada grupo (CON; LN;LN/COL e COL) foram
utilizadas. Os ossos foram cortados nos sentidos sagital e transversal, com auxilio de um disco
de carborundum de 2 cm de diametro e 0,2 mm de espessura, esterilizado, acoplado em um
micro motor elétrico (210/ 105L, Strong®, Korea), delimitando somente a area do defeito
0sseo que seria analisada. Os cortes mediram 3mm x 3mm.

Os preparos dos materiais foram realizados em condi¢des apropriadas para ndo ocorrer
desnaturacdo das proteinas e degradacdo de RNA, para isso, logo apds os cortes, as amostras
foram armazenadas em tubos plasticos esterilizados, contendo solucdo de RNAlater (Thermo
Fischer®), para preservar a integridade do RNA, e foram alocados em freezer -70°C até o
processamento das amostras.

Para o procedimento de trituracdo foi utilizado gral e pistilo de aluminio da marca
Prolab® previamente esterilizados. E em uma bancada esterilizada foi colocada uma caixa de
isopor pequena e adicionado nitrogénio liquido. O gral e pistilo foram colocados dentro da
caixa para congelar.

O tubo com cada amostra foi colocado imediatamente em nitrogénio liquido, e em
seguida, a amostra foi triturada, homogeneizada com Trizol (Invitrogen®, Carlsbad,

California) e o RNA foi extraido seguindo as orienta¢des do fabricante.
4.8.8.1 Extracdo de RNA

O processo de extragdo de RNA foi realizado em ambiente estéril “livre” de RNAase,
para evitar sua degradacéo.

As amostras foram retiradas do freezer -70°C e transportadas em gelo triturado, em
seguida, um volume de 1 mL de Tri reagente (Trizol) foi adicionado em cada amostra
deixando agir por 5 minutos. Em seguida foi adicionado 200 L de cloroférmio (Sigma®, St.
Louis, Missouri) para separar as fases do material em RNA, DNA e proteina. Os tubos foram
colocados em agitador especifico (Vértex) por 15 segundos, posteriormente incubados por 15

minutos em temperatura ambiente. Apos este periodo os tubos foram centrifugados a 12.000
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xg (Forga) por 15 minutos a 4°C. Ao final deste periodo surgiram 3 fases: no fundo de cor
avermelhada s&o as proteinas, na interface em fina camada de cor branca é o DNA, e na
regiao superior encontra-se 0 RNA.

Com o auxilio de uma pipeta o RNA foi retirado e colocado em outro tubo
identificado. Em seguida foi adicionado 500 pL de 4alcool isopropilico, misturado
manualmente e incubado por 10 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente foi
centrifugado a 12.000 xg por 10 minutos a 4°C.

Apds este periodo, os tubos foram retirados da centrifuga e o liquido (sobrenadante)
foi desprezado. No fundo do tubo foi possivel visualizar o pellet.

As amostras foram lavadas com 1 mL etanol (75%) e centrifugadas por 7 minutos a
12.000 xg a 4°C. Os pellets foram ressuspensos com 50 uL agua milli Q estéril livre de
RNAse e incubados a 55°C por 15 minutos. Finalmente as amostras foram novamente

congeladas em freezer -70°C.

4.8.8.2 Quantificacdo de RNA

Para quantificacdo de RNA foi utilizando o programa e o aparelho Nanodrop 2000 da
Thermo Scientific®. No aparelho, foi colocado 1,5 pL da amostra e feita a leitura de cada
uma, e os valores foram dados em ng/pL.

4.8.8.3 Sintese de cDNA

O cDNA foi sintetizado a partir do RNA total usando kit de transcrigéo reversa de alta
capacidade(High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit,Applied Biosystems®, USA).

Na analise foi utilizado 2 ug de RNA de cada amostra de acordo com as instrucdes do
fabricante. O volume final de 10 pL foi submetido ao processo de conversdao de RNA para
cDNA utilizando um termociclador (Mastercycler®Pro, Eppendorf®), de acordo com a tabela
1

Tabela 1 : Ciclo de conversdo de RNA para cDNA demonstrados em temperatura e tempo.

PASSO 1 PASSO 2 PASSO 3 PASSO 4

TEMPERATURA (°C) 25 37 85 4
TEMPO (min) 10 120 5 Infinito
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Finalmente as amostras foram armazenadas em freezer a temperatura — 20°C

aguardando o inicio da reacdo de RT-gPCR.
4.8.8.4 Reacdo de RT- qPCR

A reacdo foi feita utilizando o kit Power SYBR® Green, PCR Master Mix (Applied
Biosystems,Warrington-UK) com o objetivo de fornecer um método quantitativo e especifico
para analise da expressdo génica. No presente estudo, os genes utilizados foram:
Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase (GAPDH) como controle enddgeno, ligante do
receptor ativador do nacleo do fator Kappa B (RANKL) e osteocalcina (OC),

Osteoprogesterina (OPG). A sequéncia dos iniciadores esta representados na tabela 2:

Tabela 2: Representa a sequéncia dos iniciadores utilizados neste estudo.

Iniciadores Forward Reverse

GAPDH TGATGGGT GTGAACCACGAG CCCTTCCA CGATGCCAAAGT

RANKL TGGAAGGCTCATGGTTGGAT CATTGATGGTGAGGTGTGCAA

OoC CATGAGGACCCTCTCTCTGC ATAGATGCGCTTGTAGGCGT

OPG GTTCTTGCACAGCTTCACCA AAACAGCCCAGTGACCATTC

Os genes foram escolhidos devido ao seu envolvimento no processo de formacéao e
reparacdo Ossea. Foi realizado teste de eficiéncia de cada um dos iniciadores (tabela 2), no
qual a eficiéncia de amplificacdo foi determinada a partir do slope da curva padréo de cada
iniciador, sendo aceitos os valores entre -3,1 e -3,6.

A reacdo de amplificacdo foi realizada seguindo as orientacdo do fabricante em placas
de 96 pocos, com volume de final 25 uL, sendo que foram utilizados 900nM de GAPDH; 900
nM de RANK L; 300 nM de OC e 900 nM de OPG. Essas concentragdes foram determinadas
de acordo com os testes de eficiéncia de amplificacéo.

Apos o preenchimento dos pogos, as amostras foram incubadas durante 10 minutos a
95°C e depois submetidas a 40 ciclos (95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto) no
equipamento Step One Plus (Applied Biosystems ®).

A amplificacdo foi medida por fluorescéncia no kit SYBR Green®, durante a fase de
alongamento. Todas as amostras foram corridas em duplicata e a média foi usada para

realizacéo das andlises dos resultados.
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4.8.8.5 Célculo da Expressao Relativa do Gene

A expressdo relativa do gene-alvo foi calculada baseando-se no valor de CT (Cicle
thresholdcycle ou ciclo limiar) referente ao nimero de ciclos que a amplificacdo atinge o
limiar exponencial da PCR, possibilitando a andlise quantitativa do nivel de expressdo do
fator avaliado em relacéo ao gene endégeno (GAPDH).

Os resultados foram analisados de acordo com o método AACt, cujo resultado

27 A4Ct sendo:

representa a expressao relativa de mRNA expresso em unidades arbitrarias
ACt = Ctgene - Ctgene referéncia €
AACt = ACtgrypo- ACtgrupo controle

4.9 Analise estatistica

A anélise estatistica dos dados foi realizada utilizando o programa SPSS® (Versdo
20.0, IBM®, Armonk, EUA) e foi adotado nivel de significancia de 5% (p< 0,05). O teste de
Shapiro-Wilk foi utilizado para testar se os dados apresentavam ou nao distribuicdo normal. A
comparacgdo entre os grupos (dados paramétricos) foi realizada através do teste ANOVA com
pos-teste de Tukey. Os dados ndo-paramétricos foram analisados através do teste de Kruskal-
Wallis.
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5 RESULTADOS

Né&o foram observados sinais clinicos de estresse, como porfirina na regido periorbital

e ocular, e auséncia de fatores prejudicais ao pds operatorio dos animais.

5.1 Comprimento das tibias

Através da andlise macroscépica do comprimento das tibias direitas e esquerdas foi
possivel verificar e constatar que o0s tratamentos utilizados ndo influenciaram
significativamente para que houvesse diferenca estatistica significativa entre os grupos quanto
ao comprimento da tibia direita (p=0,078), Figura 14, e da tibia esquerda (p=0,172), Figura
15.

Figura 14: Gréfico da morfologia da tibia direita quanto ao comprimento
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Legenda: Grupos: CON: controle; LN: tratado com latex natural; LN/COL: tratado com latex natural/colageno e
COL.: tratado com colageno
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Figura 15: Grafico da morfologia da tibia esquerda quanto ao comprimento.
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Legenda: Grupos: CON: controle; LN: tratado com latex natural; LN/COL.: tratado com latex natural/colageno e
COL.: tratado com colageno

5.2 Densidade Mineral Ossea

Ao avaliar a DMO (Figuras 16) na regido dos defeitos dsseos ndo foram observadas
diferencas significativas entre os grupos (p=0,669), ou seja, a quantidade de matriz mineral
encontrada nos defeitos de todos os grupos foi semelhante, demonstrando que o tratamento a

partir das membranas de LN; LN/COL e COL nao influenciaram a reparacao 6ssea no periodo

analisado.
Figura 16: Grafico da DMO dos quatro grupos estudados.
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Legenda: Grupos: CON: controle; LN: tratado com latex natural; LN/COL.: tratado com latex natural/colageno e
COL.: tratado com colageno
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5.3 Forca Maxima

Ao analisar a forca maxima das tibias foi possivel observar diferenca estatisticamente
significativa (p=0,002) entre os grupos, em que o grupo COL apresentou maiores valores que
0 grupo CON (p<0,050) e o grupo LN (p<0,001). O grupo LN/COL né&o apresentou diferenca
estatisticamente significativa quando comparados com 0s demais grupos, porém, apresentou

valores intermediérios.

Portanto, a presengca do COL no tratamento foi influente nos resultados de forga
méaxima do defeito 6sseo (Figura 17).

Figura 17: Gréfico demonstra resultado da for¢a maxima das tibias em todos os grupos.
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Legenda: Grupos: CON: controle; LN: tratado com latex natural; LN/COL.: tratado com latex natural/colageno e
COL: tratado com colageno. ® letras iguais indicam semelhanga estatistica p>0,05

5.4 Rigidez Relativa

Quando analisado o efeito da variavel membrana na rigidez relativa dos grupos
estudados (Figura 18) ndo foi possivel observar diferenca estatisticamente significativa entre

nenhum grupo (p=0,461), portanto, as amostras apresentaram capacidade semelhante de se
deformar frente a mesma carga aplicada no defeito 6sseo.
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Figura 18: Representa a rigidez relativa dos grupos estudados.
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Legenda: Grupos: CON: controle; LN: tratado com latex natural; LN/COL.: tratado com latex natural/colageno e
COL.: tratado com colageno

5.5 Colageno total

Na andlise qualitativa (Figura 19) foi possivel verificar a presenca de areas de cor
acastanhada e esverdeada nas extremidades e ao redor do defeito 6sseo de todos 0s grupos,

demonstrando a presenca de colageno.
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Figura 19: Analise qualitativa comparando os quatro grupos estudados para a presenga de colageno na regido do
defeito em aumentos de 5x (1% coluna) e 10x (2° coluna).

-

y ‘ » ‘:’-’\
v - & ’
.wr‘ O
B

y

. a '
~ X -
O —
LN o
190 ety Sl .
.

LN/COL [
”

N

T T T

WC s

Legenda: Grupos: CON: controle; LN: tratado com latex natural; LN/COL.: tratado com latex natural/colageno e
COL.: tratado com colageno. FC representa as fibras de colageno e MD representa a regido da medula 6ssea

Na analise quantitativa do colageno (Figura 20) sobre a presenca de luz polarizada,
ndo foi possivel verificar diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p=0,224).

No entanto, os resultados obtidos indicam aumento de colageno total nos grupos LN
(+16,95%), LN/COL (+17,67%) e COL (+35,28) quando comparados ao grupo CON.



90

Figura 20: Representa o resultado obtido na analise de colageno total.
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Legenda: Grupos: CON: controle; LN: tratado com latex natural; LN/COL.: tratado com latex natural/colageno e
COL.: tratado com colageno

5.6 Neoformacao 6ssea

Através das andlises de neoformacdo dssea (Figura 21) foi possivel verificar o
fechamento linear dos defeitos 6sseos em todos os grupos, formacao de o0sso cortical e lamelar
semelhante ao tecido ésseo ao redor, porém, em menor espessura. Além de tecido conjuntivo
ao redor do defeito dsseo e vasos sanguineos distribuidos por todos o0s seguimentos.

Houve dificuldade em visualizar as bordas dos defeitos 6sseos em grande parte das
laminas tratadas com membrana de COL, consequentemente, devido a boa organizacdo de

suas estruturas.
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Figura 21: Fotomicrografias da anlise da neoformagio 6ssea em aumento de 50x (1% coluna) e 100x (22

tex natural/colageno e
COL.: tratado com colageno. NF indica a neoformacéao 6ssea e MD regido de medula dssea.

Os resultados da analise de neoformacdo dssea (Figura 22) demonstraram que ha
diferenca significante entre os grupos (p=0,003), sendo que, o grupo CON apresentou menor
neoformacdo 0ssea que o grupo COL (+45,61%, p< 0,002). Os demais grupos apresentaram
valores intermediarios LN (+20,68%, p<0,240) e LN/COL (+28,87%, p<0,053).
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Figura 22: Gréfico representa o resultado obtido na anélise de neoformagcéo Gssea.
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Legenda: Grupos: CON: controle; LN: tratado com latex natural; LN/COL.: tratado com latex natural/colageno e
COL: tratado com colageno. ® letras iguais indicam semelhanga estatistica p>0,05.

5.7 MicroCT
5.7.1 Volume Osseo (BV)

A partir da técnica de Micro CT na analise do Volume Osseo (BV) foi possivel
constatar que houve diferenca estatistica entre os grupos (p=0,015), em que o grupo LN
apresentou em média 59,42% de volume 6sseo que o grupo CON (p<0,008) (Figura 23).
Todavia, as analises demonstraram valores intermediarios para os grupos LN/COL e COL,

com tendéncia a aumento do volume 0sseo, respectivamente, em média 25,72% e 24,86%
maior que o CON.
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Figura 23: Demonstra graficamente os resultados da BV entre 0s grupos.
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Legenda: Grupos: CON: controle; LN: tratado com latex natural; LN/COL.: tratado com latex natural/colageno e
COL: tratado com colageno. ® letras iguais indicam semelhanga estatistica p>0,05

5.7.2 Volume Osseo/Volume Total

Ao analisar o Volume Osseo/Volume Total (BV/TV) foi observada diferenca
significativa entre os grupos (p=0,010), em que o grupo LN/COL apresentou aumento em
BV/TV (+24,79%) quando comparado com os grupos CON (p<0,016) e LN (p<0,016), o que
pode ser observado na Figura 24.

Mesmo nao demonstrando diferenca significativa nesta analise, o grupo tratado por
membrana de COL demonstrou uma tendéncia a0 aumento, uma vez que, apresentou valores

intermediarios.
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Figura 24: Grafico representa a BV/TV entre 0s grupos.
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Legenda: Grupos: CON: controle; LN: tratado com latex natural; LN/COL.: tratado com latex natural/colageno e
COL: tratado com colageno.® letras iguais indicam semelhanga estatistica p>0,05

Na figura 25, € possivel visualizar imagens 3D de todos os grupos, reconstruidas a
partir do p-CT. Qualitativamente é possivel observar uma distinta microarquitetura 6ssea
entre os grupos. Os grupos tratados com membranas apresentaram melhor organizagdo das

trabéculas e estrutura mais lisas. Somente em algumas amostras foi observada projecdo de

trabéculas para o interior do canal medular.

Figura 25: a) Imagens 3D a partir do u-CT contendo os defeitos ésseos. b) Vista em plano sagital definida para
analise.

Legenda: Grupos: CON: controle; LN: tratado com latex natural; LN/COL.: tratado com latex natural/colageno e
COL.: tratado com colageno. Setas vermelhas e amarelas indicam regido do defeito analisadas.
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5.8 RT-gPCR

Os dados obtidos nas analises de RT-qgPCR para RANKL, OC e OPG, nao
apresentaram distribuicdo normal, portanto, foram analisados através do Teste de Kruskal-
Wallis. Através do teste realizado, ndo foi possivel observar diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (Tabela 3). No entanto, foi observado um aumento de expressdo
de RANK L(envolvido na reabsorcdo 6ssea) nos grupos tratados LN/COL e COL em relagéo
ao CON e LN e menores valores de OC e OPG (envolvidos na formagao) nos grupos tratados,
exceto no grupo LN.

Tabela 3: Representa a mediana e intervalo de confianca dos genes analisados para RANK L; OC e OPG.

RANK L ocC OPG
CON 0,74 (-0,78; 4,36) 1,95(-0,00; 3,91) 0,88 (0,05; 2,49)
LN 0,61 (0,03; 1,19) 0,05(-0,11; 0,39) 1,13 (0,81; 1,45)
LN/COL 2,16 (0,22; 4,10) 0,10(-1,73; 3,87) 0,67 (0,27; 1,25)
coL 2,54 (0,26; 4,82) 1,05 (-0,90; 4,54) 0,11 (-0,26; 1,28)
p* 0,121 0,066 0,287

Legenda: Grupos: CON: controle; LN: tratado com latex natural; LN/COL.: tratado com latex natural/colageno e
COL.: tratado com colageno. * Teste de Kruskal-Wallis
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6 DISCUSSAO

As lesdes 0sseas e defeitos causados principalmente por traumas sdo geralmente mais
faceis de tratar em cirurgia ortopédica reconstrutiva utilizando enxertos 0sseos ou sintéticos.
No entanto, defeitos dsseos criticos como resultado de ma consolidacdo, osteoporose, ou
cancer, requerem tratamentos adicionais para a cura e reparacao eficaz (PRADO et al., 2006).

A ROG, atualmente, € um dos principais meios de tratamento que favorecem a
reparacao Ossea em estudos experimentais (KARANCSI; BRATU, 2016). Diante das
inimeras opcdes e oferta de biomateriais que apresentem capacidade de promover a reparacéo
Ossea, cada vez mais, se torna necessaria, a realizacdo de pesquisas que avaliem suas
propriedades em diferentes formas de reparacao e periodos observados.

Para avaliar o potencial osteogénico de biomateriais e farmacos em tibia de ratos,
segundo Prado et al. (2006), defeitos entre 2,0 mm a 3,5 mm, sdo considerados ideais. Por
este motivo, neste estudo, optou-se por realizar o defeito de um tamanho seguro para o animal
(2,9 mm), e que ao mesmo tempo, pudesse fornecer informacdes confidveis, evitando areas de
cartilagem e de 0sso esponjoso. Pois, se tratando de animais de pequeno porte, como o rato,
defeitos maiores que 3,5 mm na tibia sdo passiveis de fratura, devido ao didmetro desta regido
e 0 possivel envolvimento da epifise (PRADO et al., 2006).

Esse achado serviu de inspiracdo para definicdo da metodologia escolhida neste
estudo, como o tamanho de defeito dsseo de 2,9 mm de didmetro externo, e o tempo
experimental de 42 dias, com o intuito de assegurar que o defeito ndo alcangasse completa
reparacao.

Geralmente, em estudos experimentais os defeitos sdo realizados na calvaria dos
animais por assumirem grandes dimensdes (4 mm), muitas vezes ndo se cicatrizam por
reparacdo 0ssea, e sim, pela por substituicdo de tecido fibroso que inviabiliza o processo de
reparo (SCHMITZ et al., 1990) devido a rapida proliferacdo e migracdo das células do tecido
conjuntivo antes das células com potencial de osteogénese (MORAES et al., 2012).

No entanto, quando se trata de um 0sso que compde o aparelho locomotor, como a
tibia, deve-se ter cautela, e relembrar, que o processo de reparacdo 6ssea nestes dois 0Ss0s
ocorrem de formas distintas. Deve-se considerar que a reparacdo 0ssea em tibia é semelhante
a que ocorre na mandibula, devido a tensdo muscular e compressdo pelo peso do corpo que

ocorre na tibia e tensdo muscular e compressdo pela mastigagdo que ocorre na mandibula.
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Portanto devido a acdo de forgas nestas regides o reparo 0sseo é naturalmente mais acelerado
(PRADO et al., 2006).

Este estudo utilizou membranas de LN, COL e LN/COL que foram avaliadas e 0s
resultados encontrados nesse estudo mostraram que a membrana de COL influenciou
positivamente a reparacdo 0ssea, pois, 0 grupo tratado com ela obteve resultados superiores
em relacdo a neoformacdo 6ssea quando comparado com o grupo que nao recebeu tratamento
(CON); diferenca referente a forca maxima quando comparado aos grupos CON e LN e
semelhanca ao grupo LN/COL. Porém, ndao demonstrou resultado expressivo em relagcdo a
presenca de colageno, BV e BV/TV referente aos demais grupos, mas podemos considerar
através dos graficos que os valores obtidos nestas analises foram maiores e melhores que do
grupo nao tratado (CON).

Apesar do resultado favoravel da membrana de colageno neste estudo, o fato deste
biomaterial ser absorvivel ainda é fonte de questionamentos. Assim como as membranas de
coldgeno sdo produzidas a partir de materiais biodegradaveis, como o poliuretano e a
poliglactina, o tempo necessario para sua degradacdo depende das caracteristicas de cada
material, pH, temperatura local e espessura da membrana (SIMION, et al, 1997; FLORIANO
et al.,2016). Portanto, a duracdo da barreira oclusiva em uma determinada regido, nao é
controlada, bem como, pode interferir negativamente na reparacéo 0ssea.

Schwarz et al. (2006) observaram que membranas de colageno, sdo as mais utilizadas
na reparacdo 0ssea, mas se degradam rapidamente devido a atividade enzimaética de
macrofagos e leucocitos, resultando em uma baixa resisténcia do material, o que o torna
suscetivel ao colapso e desprotecdo do defeito. Este ponto foi levado em consideracdo neste
estudo, pois, durante a dissecacdo das tibias ndo foi possivel visualizar a presenca das
membranas de colageno no local, gerando questionamentos em relacdo a sua oclusdo até o
final do experimento. No entanto, como 0s animais tratados com a membrana de colageno
demonstraram resultados significativos, este questionamento nos leva a pensar que mesmo
ndo sendo visivel no final do periodo experimental, esta membrana pode ter tido melhor
aderéncia ao defeito 6sseo, 0 que € explicado pelos resultados encontrados.

Diferentemente dos resultados deste estudo, Von-Arx et al. (2005) utilizaram
diferentes membranas reabsorviveis em calvaria de coelhos durante 2, 6, 12 e 28 semanas, e
os resultados demonstraram problemas no desempenho das membranas e reacOes

inflamatdrias inadequadas.
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Apesar do uso de membranas reabsorviveis evitarem a necessidade de um novo
procedimento cirdrgico para sua remocao, as possiveis complicagdes relacionadas ao seu uso,
fazem com que as membranas nao reabsorviveis sejam levadas em consideracdo (BORGES et
al., 2017).

Pensando em produzir uma membrana que ndo fosse reabsorvivel, no entanto, que
possuisse as caracteristicas do colageno, alguns estudos na literatura se propuseram a analisar
a interacdo do latex natural com o coladgeno. Até o momento ndo foram relatados estudos
experimentais com esta membrana, por isso, os beneficios da interacdo do LN com o COL
foram fonte de interesse deste estudo, para observar se suas caracteristicas influenciavam na
reparacdo 6ssea, proporcionando melhor qualidade ao osso neoformado.

Os resultados apontaram que a membrana de LN/COL diferiu da membrana LN e do
grupo CON na andlise de BV/TV; e semelhanca ao grupo COL quando observada a forca
maxima do defeito. Indicando que a interacdo entre estes dois biomateriais foi favoravel.

Devido a falta de pesquisas com a aplicacdo experimental desta membrana, ndo foi
possivel correlacionar os resultados a outros estudos.

Quanto a membrana de LN, no presente estudo, foi demonstrada influéncia nas
variaveis BV quando comparado ao grupo CON, e for¢ca maxima quando comparada ao grupo
COL, demonstrando melhora no processo de reparacdo 0Ossea. No entanto, o LN ndo
apresentou resultados significativos na neoformacéo éssea, colageno e rigidez relativa de
tibias de ratos, diferentemente de Carlos (2017) que realizou estudo em defeitos 6sseos apds
14 e 28 dias. Neste estudo, o LN apresentou valores intermediarios aos grupos COL e CON,
que foram estatisticamente diferentes, o que indica uma melhora nos tratamentos com LN.

Como este estudo se propOs a verificar os efeitos das membranas na fase de
remodelacdo, possivelmente a divergéncia dos resultados pode ter se dado pelo tempo
experimental analisado. Pois, o presente estudo teve como objetivo analisar a fase tardia do
reparo 0sseo, para tanto, 0 momento adequado é considerado entre 4 e 6 semanas em ratos,
dependendo da idade, da estirpe do animal e das condi¢des biomecanicas de estabilizacdo da
fratura (HISTING et al., 2011).

Mesmo neste periodo tardio pode-se inferir que houve melhora da microarquitetura,
ou seja, a mineralizacdo do local foi melhor porque aumentou a quantidade de tecido
mineralizado no processo de reparacao.

Neste estudo também foi avaliada a DMO, para isto, o ideal é utilizar um aparelho de

dupla emissdo raios-x (DXA), baseado no principio da quantidade de radiagdo atenuada em
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relacdo ao tecido com a sua espessura e composicao. Este método é considerado “padrio-
ouro” para mensurar o contedo mineral 6sseo. Esta técnica é capaz de mensurar a quantidade
de célcio presente nas regides avaliadas possibilitando comparar a qualidade dssea de
amostras distintas (VILLAREAL et al., 2016). O método é capaz de estabelecer diagnosticos
de perda Ossea, e em exames para prognostico de fratura, entretanto, ndo avalia alteraces
microestruturais e metabdlicas (JIANG; JIANG; DAI, 2007; DONNELLY, 2011). Sendo
assim, se faz necessario a complementacdo com outros tipos de analise para constatar a
qualidade do tecido 6sseo.

Os resultados para DMO encontrados neste trabalho, nenhum grupo diferiu de maneira
estatisticamente significativa, apresentando uma matriz dssea com alta atividade no grupo
CON e nenhuma acdo benéfica do LN e/ou COL na reparacdo Ossea. Sendo assim, o
tratamento com as membranas ndo influenciou em aumento e nem diminui¢cdo da DMO nos
defeitos. Portanto, observando os resultados no grupo CON, pode-se inferir que 0S 0sS0s
recuperaram a DMO de maneira natural, ou seja, sem a necessidade de tratamento. Este fato
pode ser explicado devido ao defeito ndo ser de tamanho critico e os animais serem saudaveis.

Pode-se observar também a influéncia da descarga de peso fisioldgica que ocorreu nas
tibias durante a fase experimental pos-cirdrgica, este fato pode ter conduzido a tensdes
hiperfisiolégicas que podem ter acelerado os padrfes de formacdo 6ssea na regido avaliada
(PAIVA et al., 2016).

Contrariando os resultados encontrados, Carlos (2017) encontraram diferenca
significativa comparando defeitos 0sseos realizados no grupo controle com grupos tratados
com membranas de LN 14 dias e 28 dias apés tratamento. Mas, uma vez demonstrado que 0
fator tempo experimental pode ter tido influéncia, impossibilitou que diferengas fossem
observadas aos 42 dias de tratamento, ap0ds a realizacao do defeito. Portanto, pode-se entender
que os tratamentos propostos ndo demonstraram influéncia na DMO dos defeitos 6sseos neste
periodo.

Para avaliar estas e outras questdes foi realizado a analise histologica, pois €
conhecida por sua importancia na avaliagdo da reparagdo de 0ssos que foram submetidos ou
nédo a algum tipo de tratamento (PAIVA et al., 2016).

Através desta analise foi possivel avaliar o tamanho do defeito 0sseo e a distribuicéo
tecidual na regido (osso, cartilagem e tecido fibroso). Ao avaliar-se a neoformacdo 6ssea na
regido do defeito foi demonstrado que em defeitos 0sseos de animais que ndo foram tratados

com membranas oclusivas, a quantidade de osso neoformado foi menor, no entanto, a
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quantidade de tecido conjuntivo no local estava aumentada, quando comparado com animais
que foram tratados com membranas.

Histing et al. (2011) em andlises histologicas em 0ssos de ratos, observaram menor
quantidade de osso neoformado em 2 semanas pos defeito quando comparado com 6 semanas.
Este fato pode ser explicado devido ao amadurecimento 6sseo, favorecendo a reparagao.

Almeida et al. (2000) em seu estudo, observaram o fechamento linear do defeito
0sseo realizado em todos os grupos estudados ap6s 30 dias, porém, 0s grupos que receberam
tratamento com membrana oclusiva demonstraram maior organizacdo e qualidade das
estruturas. Assim como nesse estudo, em que, o defeito 6sseo realizado foi identificado, no
entanto, nos grupos tratados houve maior qualidade do reparo e inicio da fase de remodelagéo.

Para as analises do colageno total encontrado no defeito, os resultados mostraram que
ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos. Este resultado pode estar
associado ao periodo experimental avaliado neste estudo. Diferindo dos resultados de Carlos
(2017) que observaram maior quantidade de fibras colagenas nos grupos avaliados ap6s 4
semanas com ou sem tratamento com Latex natural (sem diferenca significativa) e menor
deposicdo destas fibras nos grupos avaliados com 2 semanas com ou sem tratamento.

Para tanto, complementar o estudo histol6gico o ensaio mecéanico nos possibilita ter
uma visdo mais abrangente de aspectos relacionados a qualidade dssea e sua capacidade de
resisténcia a fraturas (SHARIR; BARAK; SHAHAR, 2008), pois o tecido 6sseo € capaz de
realizar funcBes de sustentacdo esquelética e suporte de impactos devido a suas altas
propriedades mecéanicas (SILVA, 2002). O comportamento dos tecidos biolégicos em
resposta a uma carga mecanica pode ser analisado através de ensaio mecanico, onde a flexdo,
compresséo, tracdo ou cisalhamento do material pode ser avaliado (SILVA, 2002).

A maquina de ensaio mecanico possui uma célula de carga com capacidade de medida
da forca variavel de acordo com a proposta do estudo. Para 0 ensaio mecanico de flexdo em
trés pontos, devem ser ajustadas a distancia entre os apoios, o sentido e a velocidade de
aplicacdo da forca (HISTING et al., 2011).

Quando o material é submetido a uma tensdo constante ele tende a sofrer deformacao
até a ruptura. A inclinacdo da curva tensdo x deformacéo € denominada rigidez e representa a
capacidade do material se deformar frente a determinada carga. A carga maxima que O
modelo suporta até sua ruptura é chamada de forca maxima e consiste na resisténcia do
material (SHARIR; BARAK; SHAHAR, 2008; HISTING et al.,, 2011). Portanto, para
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caracterizar a reparacdo 0ssea de forma biomecanica, foram analisadas a forca méxima e a
rigidez relativa.

No teste mecanico realizado neste estudo, foi possivel diferenciar o comportamento
mecanico das amostras que nos permitiu inferir que o grupo COL apresentou resultados
estatisticamente maiores referente a forca maxima quando comparado com 0s outros grupos
tratados (LN e LN/COL) e controle. A resposta de cura diferentemente significativa para o
tratamento com o COL pode ter ocorrido devido a via de ligacao preferencial e recrutamento
de células osteoprogenitoras que consequentemente estdo mais presente nos defeitos tratados
com este biomaterial (BUBALO et al., 2017).

O COL em contato direto com células hospedeiras direciona uma melhor resposta
reparadora. Devido ao aumento da adesao celular e estimulo a cicatrizacdo gerado quando é
usado como membrana oclusiva (BUBALO et al., 2017). Contudo, pode-se inferir que 0 0sso
neoformado na regido dos defeitos possui propriedades mecéanicas suficientes para resistir aos
esforcos aos quais foi submetido, porém, os tratados com COL possuem maior resisténcia.

Quando analisada a rigidez relativa, ndo houve diferenca significativa conforme
esperado, visto que o defeito 6sseo em todos 0s grupos ja apresenta uma estrutura que
possibilita a estabilidade biomecanica nesta fase da reparacdo, pois, ja conseguiu restaurar
completamente as propriedades biomecéanicas de um 0sso normal.

Quando se observa o processo de cicatrizacdo da fratura entende-se que 0 0SSO passa
por uma segunda fase de reabsorcdo, que permite que 0 0sso seja remodelado, se
transformando em uma estrutura de osso lamelar com uma cavidade central medular
(GERSTENFELD et al., 2003). Conforme ocorre a maturagdo 0ssea, tanto as qualidades
funcionais como a integridade mecénica retornam as condicGes dsseas normais (PAIVA et al.,
2016).

Segundo Udupa e Prasad (1963), o colageno e a cartilagem sdo substituidos por 0sso
novo entre a 5% e 62 semana de consolidacdo 0ssea, ou seja, a quantidade de minerais aumenta
gradativamente em funcédo do tempo.

Os resultados do presente trabalho contribuem com os encontrados por Paiva et al.
(2016), quanto a DMO e rigidez relativa, pois, animais avaliados apds 6 semanas de
osteotomia apresentavam maiores valores se comparados aos grupos de 2 semanas.

Mesmo que o tecido 0sseo apresente grande capacidade de reparacdo frente a lesdes
provocadas, este processo envolve a integracdo de varias células, fatores de crescimento e

matriz extracelular que o torna dependente de um mecanismo molecular complexo através de
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fatores locais e sistémicos interagindo com varios tipos de células onde sdo conduzidas para o
local da lesdo através da circulacdo (AI-AQR et al., 2008). Portanto, para que ocorra a
reparacao Ossea € necessario que ocorra a acdo de genes responsaveis por estimular sua
formacgdo e reabsorcdo, como: RANKL e OPG, que formam uma importante via entre
reabsorcao de 0sso antigo e formacéo de 0sso novo. A manutencdo da massa 6ssea é regulada
pela producdo balanceada de RANKL, e seu antagonista, osteoprotegerina (OPG) (BOYCE;
XING, 2008).

Outro gene muito importante é a Osteocalcina (OC), pois, tem grande atuacdo na
ligagdo do fosfato de célcio (matriz inorganica) com a matriz orgénica do 0sso, além de,
auxiliar a regular a acéo dos osteoclastos, e também ser um importante sinalizador que indica
quando o 0sso atingiu a fase de reparacdo 0ssea (LI et al., 2016).

Os resultados desse estudo, para a anélise de RT-qPCR demonstraram uma expressao
relativa dos genes RANK L; OC e OPG nos defeitos dsseos analisados, no entanto, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. Este resultado demonstra que esses
genes ndo foram influenciados pela acdo das membranas de forma positiva ou negativa no
periodo analisado, sendo possivel inferir menor atuacdo do gene de remodelamento (OC),
menor atuacdo dos genes de formacdo (OC e OPG) e maior no gene de reabsorcdo Ossea
(RANK L).

Estes resultados sugerem que no periodo analisado neste estudo, a reparacdo 0ssea ja
estava estabelecida devido aos baixos indices de formacéo, e ao fato dos 0ssos se encontrarem
na fase normal de remodelacéo, através de maiores indices de reabsorcdo, com o objetivo de
eliminar todo o tecido excessivo e reestabelecer a aparéncia do 0sso antigo ao redor do
defeito.

Turri et al. (2016) também avaliaram a expressdo de OPG e RANKL e encontraram
reducdo de sua expressdo aos 28 dias apos realizacdo de defeito 6sseo em fémur de ratos. No
entanto, assim como em nesse estudo, ndo foram encontradas diferencas estatisticas
significativas. Apos este periodo, a expressdo destes genes ndo foi novamente analisada.

Em contrapartida, analisaram também os efeitos da OC e concluiram que houve
expressao de OC no inicio e final do estudo (6 e 28 dias), e este resultado sugere que ocorre
um processo continuo de formacdo e maturacdo 0ssea (TURRI et al., 2016), ressaltando a
evidéncia que esta expressdo é mais significativa em menores periodos.

A micro-CT pode fornecer informacdes adicionais sobre mineralizacdo e

microarquitetura 6ssea na regido do defeito.
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Através desta analise foi possivel visualizar o fechamento do defeito 6sseo em todos
0S grupos, no entanto, os grupos tratados com membranas apresentaram melhor organizacéo
das trabéculas e estrutura mais lisas. Somente em algumas amostras foi observada projecao de
trabéculas para o interior do canal medular. Este fato geralmente ocorre em menores periodos
de consolidacdo, portanto, esse estudo estd de acordo com o esperado nesta fase da
consolidacao 6ssea.

Normalmente a atividade metabdlica celular retorna ao seu nivel basal apds 6
semanas de cicatrizacdo, devido a tendéncia dos parametros morfoldgicos désseos diminuir
com o tempo (FAOT et al.,2017), portanto, analisar tratamentos que atuem nesta fase nos
fornecem informacdes importantes sobre a atuacdo na remodelagéo dssea.

Nesse estudo, os animais do grupo CON apresentaram menor volume de tecido 6sseo
quando comparado a todos os grupos tratados, porém, foi estatisticamente significa diferente
apenas diante do grupo tratado com membrana de LN. Este resultado nos levou a crer que
animais sem tratamento possuem menor quantidade e qualidade 6ssea, quando comparados
aos animais tratados. E o LN, de alguma forma influenciou esses resultados demostrando sua
efetividade.

Quando o BV ¢é menor significa que a mineralizacdo daquele local esta prejudicada
por algum motivo ou por algum atraso, reduzindo a quantidade de tecido mineralizado
naquele processo de reparacdo. Consequentemente a microarquitetura Ossea é alterada ou
prejudicada, como foi observado por Yanagihara et al. (2017), que analisaram 0s 0ssos de
ratas ovariectomizadas e tratadas com dieta hiperlipidica.

Nesse estudo, ndo houve atraso da consolidagdo do grupo CON, e sim acelera¢do dos
grupos tratados com algum tipo de membrana, pois, todos apresentaram, mesmo que sem
diferenca estatistica, aumento de BV comparado ao CON, portanto, consequentemente
apresentaram maior mineralizagdo no processo de regeneragao.

Os tratamentos utilizados a partir de LN/COL e COL apresentaram valores
percentuais maiores que o grupo CON, porém, a diferenca ndo foi suficiente para apresentar
estatistica significante.

Em estudo realizado por McDonald et al. (2012) foi observado aumento nos valores de
BV/TV em defeitos 0sseos tratados com anticorpo esclerostina por 2 e 3 semanas.

Faot et al. (2017) também encontraram diferencas significativas nas variaveis BV e

BV/TV em ROG em tibia de coelhos aos 28 dias pos tratamento com fibrina rica em

plaquetas de leucécitos.
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Os animais do grupo LN/COL apresentaram maior BV/TV quando comparados ao
grupo LN e ndo tratado (CON), sugerindo uma melhora na qualidade e na neoformacdo 0ssea.
Sendo assim, é possivel que membranas produzidas a partir de LN/COL possam estimular a
microarquitetura dssea devido a presenca de seus componentes. O que ndo pode ser observado
nas membranas que s6 tinham LN, sugerindo que o COL foi um fator determinante.

O grupo COL ndo apresentou diferenca significativa quando comparado aos demais
grupos, no entanto, expressou grande semelhanca com grupo LN/COL e maiores valores de
BV/TV que o grupo CON. Esses resultados ndo nos permite afirmar que a membrana de COL
ndo contribuiu com a consolidacdo Gssea em outros periodos que antecederam a consolidacao.
Mas no periodo analisado neste estudo (42 dias), a utilizacdo da membrana de COL néo
influenciou em maior porcentagem de BV/TV nos defeitos de maneira significativa, porém, o

fator tempo o ndmero limitado de amostras analisadas podem ter sido determinates.
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7 CONCLUSOES

No presente estudo foram avaliados e comparados os efeitos das membranas de LN,
LN/COL e COL e concluimos que as membranas utilizadas apresentaram melhores resultados
na ROG de tibia de ratos, no entanto, a membrana de COL influenciou de maneira mais
significativa a neoformacéo dssea e forca maxima, e a membrana de LN/COL influenciou as
propriedades de microarquitetura 6ssea (BV/TV) no periodo analisado, confirmando a
hipGtese que as utilizagdes das membranas de LN; LN/COL e COL em defeitos 0sseos nas

tibias de ratos, apresentam diferenca entre si quanto a reparacao dssea.
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8 SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

1- Realizar estudo utilizando tempos de tratamento de 14 dias e 21 dias.

2- Modelos experimentais em defeitos criticos devem ser realizados para possibilitar
maior compreensdo destes resultados.

3- Avaliar a ROG através destas membranas na consolidacdo em 0ssos
metabolicamente influenciados por alteracdes patoldgicas como diabetes e
osteoporose.

4- Possivelmente, o numero de amostras analisadas ou a quantidade de colageno
presente nas membranas ndo foram suficientes para expressar resultados mais

fidedignos, sugerindo que novos estudos devam ser realizados.
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9 LIMITACOES DO ESTUDO

Este estudo forneceu uma base para futuros trabalhos sobre o reparo 6sseo em
tibia de ratos, no entanto, houve algumas limitacdes que devam ser expostas, como, o fato do
defeito ndo ter sido critico, 0 que proporcionaria a regeneracdo 0ssea. Verificamos que o
modelo experimental de defeito 6sseo com 2,9 mm de didmetro externo ndo impede a
reparacao Ossea através da regeneracdo Ossea guiada em tibia de ratos saudaveis, portanto,
modelos experimentais em defeitos criticos devem ser realizados para possibilitar maior
compreensdo destes resultados.

A utilizacdo de animais saudavel em estudos com novos biomaterais pode ser
limitante, devido a estes animais ndo apresentarem fatores que influénciem na reparacdo
Ossea, portanto, estudos futuros devem avaliar a ROG através destas membranas, na fase
inicial de consolidacdo de defeitos 6sseos, para verificar se ocorre influéncia da sua atuacéo
no inicio da formacdo Ossea, assim como, se a presenca das membranas pode melhorar a
consolidacdo em o0ssos metabolicamente influenciados por alteracGes patoldgicas como
diabetes e osteoporose.

A escolha de um Unico periodo experimental para avaliar a reparacao 6ssea em tibia
de ratos, pode, de certa forma, ter limitado a compreensdo dos efeitos das membranas.
Portanto, outros periodos experimentais devem ser estudados e comparados para melhor
compreensdo dos efeitos da membrana de LN/COL in vivo em todas as fases da consolidacédo
0Ossea.

A quantidade de col&geno utilizada na membrana pode n&o ter sido suficiente para
apresentar diferenca estatisticamente significativa em algumas analises, portanto, novos
estudos devem ser realizados com maior propor¢cdo de colageno no compoésito com latex
natural.

A descarga de peso realizada pelos animais durante todo o periodo experimental
pode ter influénciado a reparacdo de forma positiva ou negativa, e este fato ndo pdde ser

controlado neste estudo.
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