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Biocompatibilidade e uso da membrana fibrosa da casca
de ovo na regeneraciao déssea guiada

Marcondes Queiroz Oliveira’
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Moysés Sadigursky’

Resumo

A técnica da regeneragio éssea guiada (ROG) fundamenta-se nos mesmos principios da regeneragio tecidual guiada
(RTG) e funciona protegendo uma lesao éssea da invasio de células do tecido conjuntivo e (ou) do tecido epitelial, por
meio de uma membrana ou barreira. O objetivo deste trabalho foi estudar a biocompatibilidade da membrana fibrosa
da casca de ovo in natura (MFCO) esterilizada em autoclave para uso como membrana permanente para a técnica da
ROG. Na experimentagio, foram usados aleatoriamente trinta Rattus norvegicus albinus para o grupo I, e quinze para o
grupo I1. O grupo I foi subdividido em 1,2 ¢ 3, e 0 grupo Il em 4, 5, ¢ 6, que foram avaliados respectivamente em uma,
duas e trés semanas. Os resultados permitiram concluir que a MFCO é biocompativel conforme a auséncia de infiltrado
linfoplasmocitdrio nos tecidos e que funciona como barreira, como mostra a produgio de osso, apesar dos resultados nio
significantes estatisticamente entre o grupo de controle e 0 sham p=0,257, p=0,317 ¢ p=0,317 para uma, duas e trés
semanas respectivamente, usando-se o teste de Wilcoxon.

Palavras-chave: Biocompatibilidade - Membrana fibrosa da casca de ovo - Regeneracio dssea guiada.

INTRODUCAO

A técnica da regeneragio tecidual guiada
(RTG) fundamenta-se no principio de proteger
uma determinada drea destruida do periodonto
de inser¢ao da invasio de células do tecido
conjuntivo propriamente dito ou do tecido
epitelial, depois do ato cirtdrgico, usando-se uma
membrana ou barreira (KARRING et al.,
1993). A regeneragao Gssea guiada (ROG) é uma
técnica derivada da RTG, que utiliza os mesmos
principios, condutas e membranas, e estd sujeita
as mesmas vantagens e desvantagens. As
membranas mais utilizadas para as duas técnicas

tém sido as sintéticas nao absorviveis, do tipo
politetrafluoretileno expandido (ePTFE Gore
Tex®), as absorviveis de dcido polildctico
(Guindor®), de acordo com Bohning,
Davenport e Jeansonne (1999), e as
biolégicas absorviveis, como o coldgeno,
conforme Verschueren e colaboradores (2005).
Recentemente, membranas com nano cristais
tém sido pesquisadas por Liao e colaboradores
(2005). De qualquer modo, nenhum tipo de
membrana, qualquer que seja a sua origem,
preencheu completamente todos os requisitos
exigidos para a sua fung¢do. A vantagem de a
membrana de ePTFE permanecer no tecido sem
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degradabilidade ¢ neutralizada pela necessidade
de um segundo ato cirurgico, e a vantagem da
degradagao prépria da membrana reabsorvivel
contrasta com a impossibilidade de se controlar
temporalmente a sua reabsor¢io.

Apesar dos inconvenientes, os dois tipos
de membranas tém sido usados com sucesso na
ROG, no aumento de massa éssea, na cobertura
de implantes, na protegio de enxertos dsseos,
na pesquisa experimental (VERSCHUEREN et
al., 2005) e na RTG.

No presente momento as pesquisas
caminham na dire¢ao da busca de melhorar as
propriedades dos dois tipos de membranas,
tanto para a ROG como para RTG. Entretanto,
esse entendimento é equivocado, porque, na
técnica da ROG, o unico interesse é a
regeneracio do osso, e as acdes se efetivam em
dreas afastadas da confluéncia com o meio
externo, diferentemente da RTG, na qual existe
um elo entre o meio interno e o tecido epitelial.
Assim, a pesquisa dirigida para a ROG estd
encontrando solugdes corretas, apoiadas em
conceitos cientificos sélidos, mas abordada de
maneira equivocada. Entendemos que o
esfor¢o da pesquisa deveria ser direcionado na
busca de uma membrana permanente, que
pudesse evitar os inconvenientes das atuais,
independentemente do tipo, origem e a¢ao no
tecido.

O objetivo deste trabalho foi estudar a
biocompatibilidade da membrana fibrosa da
casca de ovo esterilizada em autoclave, com vistas
a0 seu uso como membrana permanente para a

técnica da ROG.

MATERIAIS E METODOS

Ovos da Gallinea galli gallus domestica
foram limpos com dgua e sabao, lavados em uma
solugio de hipoclorito de sédio a 0,5%, postos
em vasilhame de vidro e mantidos em fluxo
laminar por 20 minutos. Apés esse tempo, a
casca foi quebrada suavemente em um dos pélos,
para a remogao do contetdo interno e limpeza
com dgua destilada. A membrana fibrosa interna
da casca de ovo (MFCO) foi removida
manualmente, cortada em pedagos de 3,0cm,
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imersa em uma solugao de dlcool a 70° por duas
horas (renovada a cada 30 minutos), lavada com
dgua destilada nos intervalos, dobrada, secada e
inserida em pacotes estéreis para esterilizagao
em autoclave (Validator Plus-Siemens,
Germany - program 3).

Para a experimenta¢io, foram usados
quarenta e cinco Rattus norvegicus albinus,
machos, com entre 250g e¢ 280g de peso,
divididos aleatoriamente nos grupos I, com
trinta animais e II com quinze. Os animais do
grupo I serviram para avaliar a
biocompatibilidade da MFCO no tecido
conjuntivo subcutineo (E) e ao grupo sham
(Sh), formando subgrupos de dez animais (1, 2
e 3); enquanto o grupo II serviu para avaliar a
formagiao do osso (experimental e sham),
constituindo-se subgrupos de cinco animais (4,
5 e 6). Ambos os subgrupos serviram para
avaliacio em uma, duas e trés semanas,
respectivamente.

Para induzir e manter a anestesia, foi
aplicada, em cada animal, injec¢ao intramuscular
com uma associagao de ketamina (100 mg/Kg)
e xilazyna (5 mg/kg). Em cada animal do grupo
experimental I, foi feita a tricotomia na regido
dorsal mediana e a antissepsia com dlcool iodado
22,0%. O ato cirtirgico se realizou em condigoes
de assepsia e, em cada animal, foram realizadas
duas incisdes de 2.0cm, aprofundadas até a fscia
do musculo Latissimus dorsi, uma na regiao
dorsocefdlica, que serviu para implantagio da
MECO, e outra na regido dorsocaudal, que
serviu ao grupo sham. Em seguida, as feridas
foram aproximadas e as bordas suturadas com
fios de seda 3-0 em ponto simples. No grupo
I1, foi usada a tibia da perna direita traseira para
o experimental e a da esquerda para o sham,
nas quais foram realizadas incisdes de 2,0cm na
pele da face interna, aprofundadas até o
periésteo. O retalho foi afastado, o peridsteo
disjuncionado e, com uma broca (broca
KOMER- Germany e motor W&H- Austria)
em motor de baixa rotagio, foram feitas
aberturas dsseas de 0,4cm no sentido
longitudinal do osso e 0,2cm de largura, sob
intensa irrigacdo. Cada defeito dsseo foi coberto
por uma membrana de 1,5cm e estabilizada nas
extremidades com suturas de fios reabsorvivelis,
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exceto para o grupo sham. O peridsteo e o tecido
muscular foram repostos e suturados com fio
reabsorvivel, e a pele foi suturada com fio de
nylon 3-0 em ponto simples.

Depois de vencidos os tempos esta-
belecidos para o experimento de cada grupo, os
animais foram mortos com superdose de
tiopental (Thiopentax- Cristalia- Brasil), e as
pecas retiradas, fixadas em formol tamponado a
10,0% durante uma semana, processadas para
cortes em parafina e coradas pela hematoxilina
e eosina. As pecas do tecido ésseo foram
desmineralizadas em dcido nitrico a 10% pelo
tempo de cinco horas, processadas e coradas
igualmente as demais.

A avaliagao histolégica para a
caracteriza¢ao da biocompatibilidade foi feita
obedecendo-se a0 exame da interface material-
tecido conjuntivo, avaliando-se a presenga da
inflamag¢do e sua intensidade de acordo com
Stanford (1980). Os critérios foram os que
seguem: 1- Em duas semanas: reagdo tecidual
minima ou nenhuma. O tecido deve apresentar-
se bem organizado e livre de reagao inflamatdria,
onde é exposto ao material; 2- Em duas semanas:
reagio tecidual moderada. No tecido, ocorre a
presenca de algumas células inflamatérias e, nas
adjacentes ao material-teste, as estruturas
teciduais devem ser mantidas, podendo exibir
pequeno acimulo de neutréfilos, macréfagos,
linfécitos, plasmdécitos e ocasionais células
gigantes; 3- Em duas semanas: reagio tecidual
severa. A reagdo tecidual ¢ distinta com perda
das estruturas e inflamacio, além de acimulo
de neutréfilos e linfécitos. A interpretagao aceita
a biocompatibilidade (A), se reagdo ¢ ligeira ou
nula, identificada de duas até doze semanas;
nao se aceita a biocompatibilidade (B), se a
reagao for crescente de moderada a severa, ou se
for moderada de duas até doze semanas; nio se
aceita a biocompatibilidade se a rea¢io for
moderada em duas semanas e persistir até doze
semanas (C); se a reagao for moderada em duas
semanas e decrescer de duas até doze semanas
(D) aceita-se a biocompatibilidade; e se a reagao

7

for severa em algum periodo, ¢ inaceitdvel a
biocompatibilidade (E).

O tipo predominante de célula envolvida
na resposta inflamatéria reconhecida pela
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microscopia de luz foi considerado para cada
espécime tecidual. A média contada por campo
de imersao foi determinada para cada tipo
(neutréfilo, eosinéfilo, macréfago, célula
gigante, fibroblasto).
considerados dez campos de observacio, e a
média dos valores obtidos foi, entao, calculada
para cada tipo celular.

A avaliagio do defeito dsseo foi feita por
meio dos critérios estabelecidos por Crump e
colaboradores (1996): 0 - Ausente, nenhuma
evidéncia de osso formado; 1- Presente, € o novo
osso formado ocupa menos de 50% do defeito
(distAncia entre as bordas); 2 — Avangado, e novo
osso presente ocupa mais que 50% do defeito
(distAncia entre as bordas); 3 — Predominante,
e 0 novo osso formado ocupa todo o defeito,
mas a espessura ¢ menor que o normal; 4 —
Completo, e 0 novo osso formado ocupa todo o
defeito, restabelecendo a espessura original.
A avaliagio estatistica dos resultados foi realizada
definindo-se o valor de p=0,05% e usando-se o
teste “t” de Student e o teste de Wilcoxon.

linfécito, Foram

RESULTADOS

As observagoes clinicas das feridas
cirirgicas dos animais dos grupos I e II
experimentais e sham, ao longo dos
experimentos, nao evidenciaram supuragio,
necrose ou resposta que indicasse anormalidade.

Grupo I

A membrana permaneceu integra no
tecido, sem que houvesse qualquer indicio de
degradabilidade. As Tabelas 1, 2 ¢ 3 resumem
os valores numéricos médios dos diversos tipos
celulares dos grupos experimentais e sham do
grupo I, indicando a intensidade do infiltrado
inflamatério (polimorfonucleares neutréfilos,
macréfagos, linfécitos, eosinéfilos e células
gigantes multinucleadas) e incluindo os
fibroblastos, células nao imunes. A presenca de
polimorfonucleares neutréfilos foi quase
inexistente nos tecidos adjacentes s membranas
na primeira semana e foi nula em todos os
demais tempos experimentais. A avaliagio
estatistica entre o nimero de fibroblastos da



primeira semana do grupo sham, quando
comparado ao dos grupos experimentais em
uma, duas e trés semanas, revelou p=0,0025;
p= 0,003 e p=0,003, respectivamente. O
nimero de macréfagos nio foi estatisticamente
significante entre o grupo sham de uma semana
e o grupo experimental de uma e duas semanas
p=0,64; p= 0,11 respectivamente, mas foi
significante estatisticamente entre o sham de
uma semana e o experimental de trés semanas
p= 0,00. Os resultados da avalia¢ao da presenca
e intensidade da inflamagdo estio expostos na
Tabela 4. Na primeira semana do grupo
experimental (E-1), nio foram identificados os
linfécitos e plasmdcitos. Por isso, o critério para
a aceitagio foi definido como 1 (quantidade
minima de linfécitos ou plasmdcitos ¢ exigida
para o critério 2). A interpretagao dos resultados
para todos os grupos foi aceitdvel (A),
caracterizada como ligeira ou nenhuma reagio
em duas e trés semanas.

No Grupo E-1, o exame histolégico
revelou, nas dreas adjacentes 2 membrana, duas
zonas: a interna, densamente povoada de
fibroblastos, macréfagos, vasos sanguineos
neoformados e algumas células gigantes aderidas
a membrana; e a externa, povoada com menor
ndmero de fibroblastos, macréfagos e vasos.
Dentre essas células, os fibroblastos foram
maioria, quando comparados com o ndmero de
macréfagos. Na zona interna, observou-se, em
algumas dreas de alguns espécimes, a presenga
de neutréfilos. A maior parte do componente
fibroso da extracelular
representada  por  fibrilas  coldgenas
aleatoriamente dispersas e poucos feixes
organizados. A zona externa, mais ampla que a
interna, apresentou variagado em um mesmo
espécime e entre diferentes espécimes do mesmo
grupo. Os linfécitos e plasmécitos nao foram
identificados. O grupo Sh-1 revelou um tecido
conjuntivo que sediava intensa densidade de
fibroblastos, macréfagos e vasos sanguineos
neoformados. A populag¢io de fibroblastos e
macréfagos variou nos espécimes estudados,
mas, em todos eles, essas células foram as
predominantes. A matriz extracelular fibrosa
mostrou-se desprovida de organizagio.
Entretanto, nas zonas mais distante da

matriz estava
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proliferagdo, esse nao foi inteiramente o quadro.
Os neutréfilos foram identificados em pequeno
ndimero, e os tipos celulares encontrados podem
ser analisados na Tabela 1.

O Grupo E-2 exibiu histologicamente a
membrana envolta por duas zonas: uma interna
e outra externa. Na zona interna, junto a
membrana, foram identificadas algumas células
gigantes, grande quantidade de fibroblastos,
moderada quantidade de macréfagos e muitos
vasos sanguineos neoformados. A matriz
extracelular dessa zona foi composta de coldgeno
em organizagdo, formando uma cdpsula com
maior ou menor espessura, composta de
macréfagos, numa matriz extracelular incipiente.
Em alguns espécimes, a cdpsula nao foi
observada, ou se apresentava interrompida por
dreas de pouca densidade de macréfagos. A zona
externa sediou grande quantidade de
fibroblastos paralelamente distribuidos, alguns
macréfagos e matriz extracelular com coldgeno
em organizagio e com algum paralelismo. O
exame histolégico do grupo Sh-2, revelou a
presenca predominante de fibroblastos, um
nimero minimo de macréfagos e uma pequena
quantidade de vasos sanguineos, com poucos
hiperemiados, em uma matriz extracelular rica
de fibras coldgenas em processo de organizaco.
A Tabela 2 revela as informagées sobre os
ndmeros de macréfagos e fibroblastos.

No Grupo E-3, microscopicamente, no
conjuntivo adjacente 3 membrana, foram
observadas duas zonas distintas: uma interna,
aderida & membrana, e outra externa, contigua
4 primeira. Na zona interna, préxima da
membrana, foram identificadas células gigantes,
macréfagos e principalmente grande quantidade
de fibroblastos, mas nao em todos os espécimes.
Essa zona, de variada espessura, mostrou células
em intensa atividade e indmeros vasos
sanguineos que alternaram em quantidade ao
longo da extensio da membrana. A matriz
extracelular revelou-se rica em fibras coldgenas
bem organizadas, mas em incompleto cross-
linking, apesar do arranjo paralelo a
membrana. Na zona externa, a quantidade de
fibroblastos e macréfagos foi pequena, e os
feixes coldgenos assumiram uma orientagao no
sentido da membrana. O grupo Sh-3 exibiu
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Tabela 1 - Contagem dos tipos celulares por campo em imersdo no tecido conjuntivo, no grupo
sham e experimental implantado a MFCO no tempo de uma semana.

Grupo Sham (Sh) e Experimental (E). Tecido conjuntivo. Uma semana

Sh-1 E-1 Sh-1 E-1 Sh-1 E-1 Sh-1 E-1 Sh-1 E-1 Sh-1 E-1
Animais Cel.
Neutrofilo  Macrofago  Fibroblasto  Linfocito Gigante Eosinofilo
1 03 04 325 189 330 399 0 03 01 05 04
2 0 89 173 209 364 788 0 0 02 03
3 0 0,6 227 183 468 485 0 0 0,1 0
4 0 0 178 145 313 537 0 0 0 0 0
5 0 0 18,6 18,1 359 999 0 01 02 04 09
6 0 0 155 190 243 563 0 0 0,2 0
7 2,1 02 11,0 157 366 804 O 0 06 0.1
8 0 0 9,0 150 348 949 0 0 1,3 0
9 0 02 10,1 154 356 56,5 0 0,1 0 0,3 0
10 0 0 11,8 123 31,2 344 0 0 0 0,3 0
16,6 16,8 34,5 643
C/lcam 024 1,03 ; | 0 ; 0 005 003 039 0,17

Nota: MFCO = Membrana fibrosa da casca do ovo; S = Semana; Sh = Sham; E = Experimental; Cel. Gigante =
Célula gigante; C/cam = Média do nimero de células por campo.

Tabela 2 - Contagem dos tipos celulares por campo em imerso no tecido conjuntivo, no grupo sham
e experimental implantado a MFCO no tempo de duas semanas.

Grupo Sham (Sh) e Experimental (E). Tecido conjuntivo. Duas semanas.

Sh-2 E-2 Sh-2 E-2  Sh-2 E-2  Sh-2 E-2  Sh-2 E-2  Sh-2 E-2
Animais Cel.
Neutrofilo  Macrofago  Fibroblasto  Linfocito ) Eosinofilo
Gigante

1 0 1,3 13.0 306 37,0 647 0,2 0 0 0 0.8

2 0 0 164 172 44,7 485 0 0 0 0 0
483 453

3 0 0 122 214 0 0 0 02 02 1,0
5 2

4 0 11,3 190 516 484 0 02 0 0,2 0 10,1

5 0 232 134 456 492 0 0 0 0 0 0,3

6 0,2 0 73 11,3 234 731 0 0 0 0 0 0

7 0,1 0 200 104 409 626 O 0 0 0,6 02 0

8 0,2 0 10,1 16,0 50,7 574 0 0 0 1,1 0 0,9

9 0,3 0 197 133 430 592 0 0 0 0,3 0 0,1

10 0 0 152 37.1 46,7 92,1 0 0 0 0,1 0 2,7
13,2 189 432 60,0

C/cam 0,08 0,13 ; 0 1 0 004 0 025 004 1,59

Nota: MFCO = Membrana fibrosa da casca do ovo; S = Semana; Sh = Sham; E = Experimental; Cel.
Gigante = Célula gigante; C/cam = Média do ntimero de células por campo.
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microscopicamente uma variada quantidade de
vasos nos espécimes estudados. Nas dreas de
menor densidade vascular, foi maior a presenga
de fibras coldgenas em organizagdo e, nas dreas
de maior vascularizagdo, a matriz coldgena foi
menos organizada. Comparativamente, os
fibroblastos foram numericamente mais
abundantes que os macréfagos, como revelam
as informagoes da Tabela 3.

Grupo 11

A avaliagdo do defeito dsseo feito pelos
critérios de Crump e colaboradores (1996) estd
representado na Tabela 5, e a presenga de osso
excedente na Tabela 6. Nao houve significincia
estatistica entre a produ¢io de osso nos grupos
sham e experimentais nas semanas estudadas
(p=0,257, primeira semana, p=0,317, a
segunda semana e p=0,317, a terceira semana).

No Grupo E-4, a resposta histolégica
ssea foi semelhante 4 do grupo sh-4, mas, em
dois dos espécimes, o osso trabecular preencheu
toda a extensdo do defeito, com grande avan¢o
na dire¢ao da cortical ssea oposta. Em quatro
dos espécimes, houve produgio excedente de
osso trabecular sobre a cortical oposta ao defeito
e sobre a cortical contigua ao defeito. Os
resultados histolégicos do grupo Sh-4 revelaram,
na drea do defeito, a presenca de trabéculas
dsseas neoformadas que ocupavam todo o espago
da por¢ao medular, em dire¢do a cortical oposta
ao do defeito. A periferia das trabéculas e os
espagos entre elas foram preenchidos por células
semelhantes as precursoras de osteoblastos. A
superficie do defeito mostrou-se ricamente
povoada de células semelhantes aos osteoblastos,
intensa vascularizagdo, feixes coldgenos finos e
pouca neoformagao trabecular. Em um dos
espécimes, a populagio celular e os feixes
coldgenos foram maiores que as trabéculas
produzidas.

O Grupo E-5, histologicamente, revelou
resultados semelhantes aos do grupo sh-5,
exceto pelo fato de, em dois dos espécimes, o
novo osso produzido no defeito interligou-se
com a cortical oposta, e o osso excedente sobre
a cortical original foi identificado em todos os
espécimes. Histologicamente, no grupo Sh-5,
houve nova formagio dssea dos tipos trabecular

233

e lamelar, preenchendo o defeito em maior
quantidade na drea voltada para o interior. Em
dois dos espécimes, houve produgao de tecido
cartilaginoso e de osso trabecular excedente sobre
a cortical oposta e lateralmente ao defeito.

No Grupo E-6, a observagio histoldgica
foi semelhante 4 do grupo sh-6. Entretanto, em
um dos espécimes, o osso trabecular produzido
fundiu-se com o osso cortical oposto ao do
defeito, em quatro dos espécimes houve
producio de osso excedente, um desses com
presenca de tecido cartilaginoso. No grupo Sh-
6, foi observada, histologicamente, a presenga
pequena quantidade de osso trabecular povoado
de osteoblastos em suas adjacéncias, nas
proximidades da cortical oposta ao defeito, ¢ a
presenca de osso lamelar que preenchia
completamente o defeito, mas com espessura
menor que o osso original. Nao foi observado
osso excedente, tampouco tecido cartilaginoso.

DISCUSSAO

A resposta do tecido conjuntivo a
membrana fibrosa da casca do ovo (MFCO),
suportada pelos critérios estabelecidos por
Stanford (1980), pode ser considerada
biocompativel, uma vez que a resposta tecidual
foi negativa para linfécitos, plasmécitos e
positiva para neutréfilos somente na primeira
semana. Os resultados histolégicos do nosso
estudo com o uso da MFCO mostraram ligeira
resposta inflamatdria, semelhante aos descritos
por Dupoirieux e colaboradores (2001), com
uma MFCO hidrolisada, (BOHNING;
DAVENPORT; JEANSONNE, 1999), com
uma membrana de dcido polildctico
(DUPOIRIEUX et al., 1999), com uma
membrana de PTFE (ITO et al., 1999) e com
a membrana de chitosam associada a
hidroxiapatita.

Como a composi¢io da MFCO ¢
colagénica, sua estrutura molecular se afasta de
muitos tipos de membranas (CHUNG et al.,
1997; PARK et al., 1998; ITO et al., 1999;
UEYAMA et al., 2002; HUNG et al., 2001;
KIKUCHI et al., 2004), mas se aproxima das
membranas de coldgeno bioldgico (YI et al.,
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Tabela 3 - Contagem dos tipos celulares por campo em imerso no tecido conjuntivo, no grupo sham
e experimental implantado a MFCO no tempo de trés semanas.

Grupo Sham (Sh) e Experimental (E). Tecido ¢ onjuntivo. Trés semanas

Sh-3 E-3 Sh-3 E-3 Sh-3 E-3 Sh-3 E-3 Sh-3 E-3 Sh-3 E-3

Animais Cel.
Neutrofilo  Macrofago  Fibroblasto  Linfocito Gigante Eosinofilo
1 0 0 54 11,2 282 503 0 0 0 0 0,1 4.7
2 0 0 3.8 16,0 21,7 473 0 0 0 0 01 04
3 0 0 51 182 302 520 0 0 0 0,1 0 0,2
4 0 0 3.8 192 214 543 0 0 0 0,1 01 33
5 0 0 41 11,2 355 503 0 0 0 0 0,1 47
6 0 0 23 11,7 208 456 0 0 0 0,1 0 0,8
7 0 0 366 9,6 258 44,1 0 0 0 0 0 0,1
8 0 0 43 91 284 533 0 0 0 0 0 0,1
9 0 0 4,0 21,6 214 495 0 0 0 0.4 0 1,1
10 0 0 26 11,5 267 770 0 0 0 0 0 42
13,9 26,0 523
Cleam 0 0 3.9 0 0 0 0,07 004 196

3 1 7
Nota: MFCO = Membrana fibrosa da casca do ovo; S = Semana; Sh = Sham; E = Experimental; Cel. Gigante =

Célula gigante; C/cam = Média do ntimero de células por campo.

Tabela 4 - Avaliagao histoldgica, em microscopia de luz, da resposta do tecido conjuntivo subcutineo
2 membrana fibrosa da casca de ovo (MFCO) quanto a presenga e intensidade da inflamagao.

Tecido conjuntivo subcutineo

1 semana 2 semanas 3 semanas

Animais Sh-1 E -1 Sh-2 E-2 Sh-3 E-3
03) 1] (0,7 1 0,0) 1 | (1.5 1 (0.0) 1 | (0,0) 1

00 1] @®9 1 [ @00 1] @©01 | @©0 1] @001
00 1] @06 1 [ ©0 1] @©21/|@©01]|@©0 1
0,00 1] (00 1 [ @0 1] @0 1| @©0 1] 00 1
00 1] @D 1 [ @©01]@©01 | @©01]|@©01
00 1] @00 1 [ @©2 1]@©0 1| @©0 1/ @001
@n 1] 021 [on1]©1|@©o1]|@©001
0,0 1] 00 1 [ @©2 1] @01 | @©0 1] @©01

O oo | =2 | | | | W | o

03) 103 1| @©3) 1] @01 | ©00 1|01
10 0,0 1|0 1| ©0 1] @©0 1|00 1|00 1

Fonte: STANFORD, 1980.
Nota : 1= reagdo tecidual minima; 2 = reagao tecidual moderada; 3 = reagio tecidual severa
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Tabela 5 - Avaliagio histologica em microscopia de luz do novo osso formado em defeito de 4mm
x 2mm com e sem uso da membrana fibrosa da casca de ovo (MFCO) na fungio de

barreira.
Tecido sseo
1 semana 2 semanas 3 semanas
Animais Sh-4 E-4 Sh-5 E-5 Sh-6 E-6
1 2 * 4 3 -
2 3 2 - 4 3 4
3 3 1 3 4 3 4
4 2 3 3 3 4 3
5 3 3 3 3 4 B

Nota: Adaptado de Crump e colaboradores (1996) : 0 = ausente, nenhum osso novo formado; 1 = presente,
o0sso novo ocupando menos de 50% do defeito; 2 = avangado, osso novo ocupando mais de 50% do defeito; 3
= predominante, osso novo formado preenchendo todo o defeito, mas com espessura menor que o normal; 4 =
completo, osso novo preenchendo todo o defeito e restabelecendo a espessura original; Sh= sham; E= experimental;

* = perdido.

Tabela 6 - Avaliacio histologica em microscopia de luz de novo osso excedente formado nas laterais
dos defeitos e nas corticais opostas a eles nos grupos sham e experimentais.
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Tecido osseo
1 semana 2 semanas 3 semanas
Animais Sh-4 E-4 Sh-5 E-5 Sh-6 E-6
1 S S * S N S
2 S N S S N N
3 S S N S N S
4 S S S S N S
5 S S N S N S

Nota: Sh = sham; E = experimental; S = presenca de osso excedente nas corticais; N = auséncia osso

excedente nas corticais; * = perdido.

2004), com a vantagem de nio ser atacada pela
colagenase.

A biocompatibilidade de um produto
como uma membrana depende de muitos fatores
fisicos e bioldgicos, inclusive a presenga e o
tamanho de poros, a rugosidade, o tipo de
processamento e a capacidade de liberar ou nio
moléculas imunogénicas. O processo de preparo
da MFCO estudada parece nao resultar em
qualquer tipo de interferéncia na sua trama
fibrosa, ou alterar as suas propriedades
biocompativeis, e, contrariamente 3 membrana
de borracha estudada por Apinhasmith e

colaboradores (2003), sofreu grande alteragdo.
A adi¢do de hidroxicarbonato de apatita em uma
membrana de 4cido polildtico resultou em
melhores indices de proliferacio celular,
conforme Maeda, Kasuga ¢ Hench (2000),
assim como a adi¢io de hidroxiapatita
nanocarbonatada a uma membrana de coldgeno
tinha auxiliado na sua absor¢iao (LIAO et al.,,
2005). A MFCO fabricada por solubilizagao
nao sofreu altera¢io na sua biocompatibilidade
(YI et al., 2004); entretanto, a MFCO tratada
com pepsina e dcido acético revelou resposta
tecidual aceitdvel, mas suas propriedades fisicas
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foram inferiores as do politetrafluoretileno,
conforme Dupoirieux e colaboradores (2001),
enquanto mudangas nas estruturas moleculares
do chitin foram sugeridas para a efetiva¢ao da
sua biocompatibilidade (KOSTOPOULOS et
al., 2001). Os poros presentes na MFCO podem
servir para estocar citocinas e fatores de
crescimento, a semelhang¢a dos poros da
membrana de coldgeno estudada por Taguchi e
colaboradores (2005), que funcionaram como
armadilhas para as proteinas e o poliuretano,
com poros estudados por Zhang e colaboradores
(2004) em tecido vascular.

Seguramente, os poros da MFCO
estudada serviram de ancoragem ao codgulo e a
fixagao da fibrina, sua degradagio pelos
macréfagos, facilitando a proliferagao
fibrobldstica, o que concorda com as informagoes
de Hunt, Hopf, Hussain (2000). Nos primeiros
momentos e dias, os passos da coagulagio e da
inflamac¢io dos tecidos adjacentes 2 MFCO
foram conduzidos, possivelmente, com
plaquetas que liberaram PDGF, fator de
crescimento epidérmico derivado de plaquetas
(PDEGP), fator de crescimento transformador
beta um e beta dois (TGF 4, e 4) e fator de
crescimento semelhante A insulina 1 (IGF-1),
peptideos quimiotdticos para neutréfilos,
mondcitos e mitogénicos para fibroblastos, em
concordincia com as informagdes de Deuel,
Kawahara (1991) e de Hunt, Hopf, Hussain
(2000), resultando na populagio de fibroblastos
encontrada na primeira e segunda semana dos
tecidos adjacentes 4s membranas implantadas.
Esses resultados foram diferentes daqueles
obtidos pelos experimentos de Ueyama e
colaboradores (2002), que nao constataram
inflamagao com a membrana de alginato, apesar

biocompatibilidade.
Entendemos que é importante a participagao
das células do processo imune inato na reparagao
de ferida, assim como o seu declinio nas semanas
subsequentes.

No nosso estudo, a presenga dos
neutréfilos e macréfagos foi maior nos grupos
experimentais que nos sham. A func¢io dos
neutréfilos e macréfagos em feridas nio
infectadas ¢ a produgao de citocinas e fatores de
crescimento para estimular fibroblastos e células

de confirmar a
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endoteliais. Os macréfagos sao importantes
também na fagocitose de restos celulares de
tecidos lesados na digestao da fibrina, facilitando
o povoamento de fibroblastos (ROSENBERG;
GALLIN, 1999; HUNT; HOPF; HUSSAIN,
2000) e na invasio de capilares (TONNESEN;
FENG; CLARK, 2000), eventos que foram
desenvolvidos completamente. Os macréfagos
sao células produtoras de muitos fatores de
crescimento, dentre os quais: PDGF, que ¢
mitégeno para fibroblastos (CLARK, 1993);
interleucina 6 (IL-6) e interleucina 1 (IL-
1) (SCHAFFER; BARBUL, 1998);
interleucina 6, 10, 12 (IL-6, IL-10 e IL-
12) e TNFa (SCHAFFER; BARBUL, 1998;
OBERHOLZER, A.; OBERHOLZER, C.;
MOLDAWER, 2000).

Certamente fatores de crescimento e
citocinas funcionaram ao longo do processo de
cura do tecido adjacente 2 MFCO estudada,
uma vez que, na fase proliferativa, o processo de
diferenciagao celular envolve a proliferagao dos
fibroblastos, uma nova matriz extracelular,
incluindo o componente fibroso e o amorfo.
Esses eventos foram identificados nas dreas de
regeneragio dos grupos experimentais com a
MFCO, que exibiram povoamento de
fibroblastos nessa fase e nas fases subsequentes,
revelando nimero estatisticamente significante
dessas células quando comparado ao dos grupos
sham, exceto na terceira semana, em que o
nidmero dessas células foi semelhante. Esses
dados concordam com os de Tonnesen, Feng e
Clark (2000), de Hunt, Hopf e Hussain (2000)
e de Schultz e colaboradores (2003).

Os resultados experimentais com a
MFCO permitem aceitar a idéia de que esse
material pode permanecer dentro dos tecidos,
evitando-se um novo ato cirtrgico. Nesse caso,
a MFCO funcionaria como uma membrana
permanente. De qualquer modo, pelo menos
para a regeneragdo dssea guiada (ROG), a rotina
de remover a membrana parece pouco racional.
Qualquer que seja a membrana, a sua agio ¢
impedir que as células do epitélio e do
conjuntivo cheguem aos sitios de recuperagao
do osso/periodonto, assegurando o espago para
o repovoamento celular (KARRING et al.,
1993) na regeneragao dssea guiada (RTG), ou



na regenera¢io tecidual guiada (ROG). Os
defeitos ésseos criados na tibia e cobertos pela
MEFCO foram repovoados pelas células e depois
preenchidos por osso trabecular e lamelar ao
final de trés semanas, da mesma maneira que
o grupo sham se comportou. Esses resultados
foram semelhantes aos encontrados por Crump
e colaboradores (1996), que usaram, no osso
calvdria, defeitos de 3.5mm e membranas de
politetrafluoretileno (PTFE) e dcido polildtico;
por Rompen e colaboradores (1999), que
usaram perfuragdes em calvdria, e por Ohnishi
e colaboradores (2000), com uma membrana
de PTFE em mandibula de rato, embora esses
autores considerassem que a permanéncia da
membrana induz a perda de osso e, por isso,
recomendam a sua remog¢io. A produgio de
osso nos defeitos cobertos pela MFCO, na
primeira e na segunda semana do grupo
experimental, foi semelhante ao encontrado no
grupo sham, predominando o osso trabecular.
Na terceira semana dos nossos experimentos,
a produgao de osso foi também semelhante
entre os grupos experimentais e sham, com
predominancia de osso lamelar, resultados
concordantes com os de Bohning,
Davenport e Jeansonne (1999), e de Gordh
e colaboradores (1998). A explicagao
encontrada para a igualdade de desempenho
dos dois grupos, no nosso estudo, foi,
possivelmente, o fato de os defeitos no grupo
sham terem sido cobertos pelo peridsteo, que
funcionou como uma barreira ou membrana,
de modo que o defeito dsseo criado nio ficou
disponivel para a povoagio de fibroblastos no seu
interior. No estudo de Park e colaboradores
(1998), os defeitos 6sseos de 5,0mm foram
preenchidos por osso quando cobertos por
membrana associada ao fator de crescimento
derivado de plaqueta (PDGF). Contrariamente,
uma insignificante produ¢io de osso no
interior de defeitos de 6,0mm em calvdria de
rato foi encontrada por Dupoirieux e
colaboradores (1999), enquanto Dupoirieux,
Neves e Pourquier (2000) encontraram pouco
preenchimento de osso em defeitos de 6,0mm
no osso calvdria, mesmo quando um fragmento
de peridsteo foi interposto entre o defeito e a
membrana.
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Dahlin e colaboradores (1994) demons-

traram que o espaco criado pela membrana,
quando preenchido por codgulo sanguineo,
oferece regeneragao dssea mais efetiva,
conclusées semelhantes as encontradas por
Rompen e colaboradores (1999) e por
Lundgren, Lundgren e Taylor (1998). Os
defeitos 6sseos cobertos com a MFCO foram
beneficiados, possivelmente pela grande
quantidade de liquido medular aflorado no
momento da execu¢ao do defeito e durante a
colocagao da membrana. A importincia do
codgulo sanguineo na cura de feridas ésseas foi
confirmada indiretamente através dos
experimentos de Dupoirieux, Neves e Pouquier
(2000), nos quais defeitos em calvdria de ratos,
cobertos com membrana de PTFE, formaram
espagos nao preenchidos com codgulo sanguineo
e, assim, nao obtiveram preenchimento Gsseo,
mesmo no grupo em que se interpds um
fragmento de periésteo. Esses autores
concordam que a fun¢ao da membrana ¢é criar
espago para ser preenchido por codgulo
sangiiineo e oferecer ambiente favordvel as
células osteogénicas. No nosso estudo com a
MECO, o codgulo possibilitou a formagao de
osso excedente, mesmo porque, ao final de trés
semanas, somente o grupo experimental ainda
o apresentava nas proximidades dos defeitos.

Nossos resultados da cobertura do defeito
com a MFCO mostraram que a produgio dssea
foi maior que a encontrada por Crump e
colaboradores (1996), pois, nos seus
experimentos, apenas um dos espécimes obteve
avaliagdo 4, enquanto que, com a MFCO,
apenas um nio obteve essa avaliagdo, resultados
inversos aos de Dupoirieux, Neves e Pourquier
(2000) em estudo na calvdria de ratos. De
qualquer modo, deve ser considerado que a
calvdria oferta pouco liquido medular.

No nosso experimento com a MFCO
sobre defeito dsseo, foi identificada, no grupo
experimental e no de controle, a formagao de
osso excedente (osteogénese periosteal), de modo
semelhante aos resultados de Ito e colaboradores
(1999) com uma membrana de chitosan
repousada sob o osso.

Dupoirieux, Neves e Pourquier (2000)
sugeriram que o periésteo da tibia possui o maior
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potencial de formar osso; entretanto, parece-
nos que a riqueza do volume de liquido
medular da tibia é o fator mais importante,
conforme sugerem os experimentos de Gordh
e colaboradores (1998) em suas pesquisas com
enxerto de tibia em calvdria e de Viljanen,
Gao e Lindholm (1997), que usaram
fragmento de tibia no interior do tecido
muscular. Viljanen, Gao e Lindholm (1997)
identificaram também a proliferagao de
células condrogénicas, o que também foi
observado em nossos experimentos.

A MFCO ¢ colagénica, nao degraddvel, nao
reabsorvivel, nio sofre a¢do da colagenase,
diferentemente das demais membranas de
coldgeno, que podem ser modificadas para
alterar a sua resisténcia e solubilidade.

CONCLUSOES

Considerando os resultados histolégicos
da resposta dos tecidos & membrana fibrosa da
casca de ovo (MFCO), dentro das condicoes
experimentais, ¢ possivel concluir que a MFCO
¢ biocompativel e pode ser usada para as técnicas
de regeneragio dssea guiada (ROG) e regeneragao
tecidual guiada (RTG). Considerando a sua nao
degradabilidade e os principios que regem a
aplicagao na ROG, ¢ sugestivo que a membrana
pode usada permanentemente nos tecidos,
eliminando-se o inconveniente de um segundo
ato cirtrgico. Entretanto, novas pesquisas devem
ser desenvolvidas no sentido de aprofundar todo
o potencial que a MFCO oferece para os
propdsitos estudados e outros.

Biocompatibility and use of the fibrous membrane of the egg shell in

guided bone regeneration

Abstract

The guided bone regeneration technique (GBR) is based on the same principles of the guided tissue

regeneration (GTR) and protects an osseous injury from cells deriving out of connective andfor epithelial
tissue, by means of a membrane or barrier. The objective of this study had been to research biocompatibility
of the “in natura” eggshell fibrous membrane (EFM) sterilized by autoclave to use it as a permanent
membrane for the RBG technique. The experiment had thirty Rattus norvegicus albinus in group I and
fifteen in group II. The rats from group I had been used to check for biocompatibility, and the ones from
group II to evaluate the membrane or barrier. Both groups had subgroups (1, 2, 3 and 4, 5, 6) for
experiment and sham, which were evaluated respectively in one, two and three weeks. The results allow us
to assert that the EFM is biocompatible according to the infiltrate of plasma cells and lymphocytes absence
in the tissues and that it works as a barrier, as evidenced in the osseous production, despite the statistically
non significant results between the groups control and sham p=0,257, p=0,317 and p=0,317, respectively
for one, two and three weeks, through Wilcoxon's test.

Keywords: Biocompatibility- Eggshell fibrous membrane -Guided bone regeneration.
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