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RESUMO 

O uso de membranas que auxiliem no processo de regeneração óssea guiada (ROG) é também 

uma vertente dos estudos de biomateriais compatíveis que auxiliam nesse processo de reparo. 

O objetivo do trabalho foi avaliar e comparar por meio de estudo microscópico histológico e 

histomorfométrico o potencial de regeneração óssea de membranas de origens e espessuras 

diferentes em defeitos críticos criados em calvária de ratos. Para realizar a pesquisa, foram 

utilizados 48 ratos Albinus Wistar divididos em quatro grupos, (n = 12): GC – grupo livre de 

membrana (somente coágulo, controle negativo); BG – grupo membrana de colágeno porcino, 

(Bio-Gide® - controle positivo); GD – grupo membrana de cortical óssea bovina mais delgada 

(Gen-Derm® - grupo teste 1) e GDF -  grupo membrana de cortical óssea bovina mais espessa 

(Gen-Derm Flex® - grupo teste 2). As eutanásias foram realizadas nos períodos experimentais 

de 30 e 60 dias pós-operatórios. Os dados quantitativos da análise histométrica foram 

submetidos aos testes de ANOVA 2-fatores e pós teste Tukey p<0.05; intervalo de confiança 

95%. Os resultados histomorfométricos da membrana de cortical óssea bovina mais espessa 

(GDF) aos 30 e 60 dias foram promissores, demonstrando ótima capacidade de neoformação 

óssea (p<0.05). O grupo GD apresentou resultados inferiores em ambos períodos 

experimentais, sendo superado pelos grupos BG e GDF (p>0.05), contudo, também auxiliou no 

processo de ROG. No entanto, todas as membranas estudadas nesta pesquisa promoveram a 

ROG, sendo que esse processo foi melhor nos grupos controle positivo e test 2. 
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1 INTRODUÇÃO 

A busca por biomaterias compatíveis, capazes de suprir as necessidades de uma 

regeneração óssea, bem como também cumprir as exigências para promover uma 

reconstrução físico biológica em defeitos ósseos tem sido um grande desafio ao longo dos 

anos, não só na odontologia como também em diversas outras áreas da saúde. Portanto, 

várias linhas de pesquisas são criadas, buscando provar a eficácia desses materiais. Uma vez 

que provada essa eficácia, estes biomateriais são utilizados para reestabelecer a dimensão 

óssea adequada, usando-se enxertos e membranas, em defeitos ósseos, que podem ter sido 

causados por alterações traumáticas, fisiológicas ou razões patológicas, e com isso, o 

paciente possa ser reabilitado posteriormente (Lazzara et al.,1989; Jovanovic et al.,1992). 

A técnica denominada de Regeneração Óssea Guiada (ROG), se baseia no conceito de 

osteopromoção e é caracterizado pelo uso de meios físicos para promover um selamento de um 

local anatômico. Esse selamento serve para prevenir que outros tecidos, principalmente o tecido 

conjuntivo, invadam a região uma vez que sua formação é mais rápida que a do tecido ósseo, 

interferindo na osteogênese. A ROG também auxilia no direcionamento da formação óssea 

(Acevedo et al.,2004). 

Desta forma a membrana é colocada em contato direto com o defeito ósseo circundante 

posicionando o periósteo sobre a mesma. A literatura mostra que certos tecidos no interior do 

organismo possuem potencial biológico para regeneração, sempre que exista um ambiente 

adequado durante a cicatrização (Schenk et al.,1994). As principais indicações do uso das 

membranas biológicas em processos de ROG são: correção de rebordos edêntulos ou defeitos 

residuais (Cortellini et al.,1993); alvéolos após exodontias (Wilson et al.,1993) deiscência e 

fenestrações após colocação de implantes mediatos e imediatos (Becker et al., 994). 

Para neoformação óssea ser completa pela ROG, devem existir as seguintes condições: 

fonte de células osteogênicas (osso viável adjacente ao defeito); fonte adequada de 

vascularização; o local da ferida deve permanecer mecanicamente estável durante a 

cicatrização, já que os micromovimentos poderão influenciar no tecido a ser formado, deve 

existir um espaço apropriado entre a membrana e a superfície óssea, impedindo o colapso da 

membrana neste espaço e desta forma que este seja preenchido por um coágulo sanguíneo, já 

que nele as células osteogênicas irão se multiplicar; as membranas devem possuir propriedades 

de permeabilidade que permita a difusão de plasma e nutrientes, porém não a passagem de 



 

células não osteogênicas; biocompatibilidade da membrana; proteger a delicada rede vascular 

durante a organização do coágulo (Phillips et al.,1990). 

Para criação e manutenção do volume desse espaço bem como de uma geometria 

adequada, a membrana deve suportar seu peso e resistir à pressão dos tecidos adjacentes e forças 

externas, como a mastigação. O colapso da membrana está diretamente relacionado com a 

eliminação do espaço. A manutenção do espaço durante todo processo de cicatrização depende, 

também, da integridade física da membrana. Uma membrana deve ter rigidez suficiente 

(memória), para criar o espaço, entretanto deve também adaptar-se ao contorno ósseo, 

permitindo que retorne à sua forma, já que o mesmo não possui memória. Quanto melhor a 

adaptação da membrana, mais completa será a regeneração (Buser et al., 1990; Schmitz et 

al.,2000). 

A natureza física e a quantidade de fragmentos gerados por degradação por hidrólise 

podem ter um efeito significativo na resposta tecidual local, podendo conduzir à uma reabsorção 

óssea (Hardwick et al.,1995).  Assim muitos fatores podem interferir na biodinâmica óssea e 

no reestabelecimento do arcabouço ósseo e a forma de ação desses fatores irão interferir 

diretamente no reestabelecimento do tecido ósseo neoformado assim como nos resultados 

estéticos-funcionais. (Stal et al., 2001). 

Recentemente foi lançado no mercado uma membrana de cortical bovina com uma 

diferença de espessura com a finalidade de melhorar o processo de ROG. Assim, este trabalho 

teve como objetivo estudar a ação osteopromotora de 3 tipos de membranas existentes, baseado 

na metodologia da confecção de defeitos críticos provocados em calvária de ratos (Park et 

al.,2009). 

2 MÉTODO 

 

Este projeto foi aprovado pelo comitê de Ética em Animal processo FOA: 00217-2016 

e seguiu as orientações do ARRIVE Guidelines. (Anexo I e II) 

Foi utilizado um total de 48 ratos (Rattus novergicus albinus, Wistar), machos, adultos 

(3 a 4 meses), com aproximadamente 200g a 300g, os quais foram divididos em quatro grupos 

(n=12 por grupo), submetidos à eutanásia em dois períodos experimentais, aos 30 (n=6) e 60 

(n=6) dias após a cirurgia. Estes animais foram mantidos em gaiolas (3 animais por gaiola), e 

alimentados com ração balanceada (NUVILAB, Curitiba PR, Brasil) contendo 1.4% Ca e 0.8% 



 

P e água ad libitum no Biotério da Faculdade de Odontologia do campus de Araçatuba– 

UNESP. Em cada animal será realizado um defeito ósseo crítico na calvária (8mm), como 

discriminado a seguir: 

 GRUPO CG (Controle Negativo) – n=12: O defeito ósseo crítico será 

preenchido com coágulo sanguíneo sem o recobrimento do defeito, sendo 6 ratos submetidos à 

eutanásia em cada período para a análise (30 e 60 dias após a cirurgia). 

 GRUPO BG (GONTROLE POSITIVO) (Bio-Guide® Geistlich Wolhusen, 

Switzerland) - n=12: O defeito ósseo crítico será preenchido com coágulo sanguíneo e sobre o 

defeito colocado uma membrana de colágeno porcino, sendo 6 ratos submetidos à eutanásia em 

cada período para a análise (30 e 60 dias após a cirurgia); 

 GRUPO GD (teste 1) – (Gem-Derm® Baumer, Mogi Mirim/SP, Brasil) - n=12: 

O defeito ósseo crítico será preenchido com coágulo sanguíneo e sobre o defeito uma membrana 

de cortical óssea bovina delgada, sendo 6 ratos submetidos à eutanásia em cada período para a 

análise (30 e 60 dias após a cirurgia).  

 GRUPO GDF (teste 2) – (Gem-Derm Flex® Baumer, Mogi Mirim/SP, Brasil) 

– n=12: O defeito ósseo crítico será preenchido com coágulo sanguíneo e sobre o defeito 

colocado uma membrana de cortical óssea bovina espessa, sendo 6 ratos submetidos à eutanásia 

em cada período para a análise (30 e 60 dias após a cirurgia). 

A divisão dos grupos experimentais foi realizada pelo método de randomização com 

loteria manual, no qual, em um envelope, foram colocados 48 papeis com a nomenclatura de 

cada grupo. Sendo assim, os animais foram sorteados aleatoriamente. 

Cirurgia Experimental 

Os animais foram mantidos em jejum pré-operatório de doze horas e submetidos à 

sedação por meio da administração via intramuscular, com Cloridrato de Ketamina associado à 

Xilazina, na dosagem de 0,7ml/Kg e 0,3ml/Kg, respectivamente. Foi adotado um rigoroso 

protocolo asséptico, incluindo a esterilização do instrumental utilizado, delimitação da área a 

ser operada com campos estéreis, uso de aventais e luvas cirúrgicas estéreis. Todos os 

procedimentos cirúrgicos foram realizados na sala cirúrgica do Biotério da Faculdade de 

Odontologia de Araçatuba – UNESP. Em seguida foi realizada a tricotomia na região da 

calvária, antissepsia com Polivinil Pirrolidona Iodo Degermante, associado ao PVPI tópico e 

aposição de campos estéreis. 

Foram realizadas realizada incisão em V no sentido occipito-frontal de 

aproximadamente 2cm, com lâmina n° 15 montada em cabo de bisturi n° 3 e o descolamento 



 

total do retalho com descolador tipo Molt. Em seguida com auxílio de broca trefina de 7mm de 

diâmetro interno acoplada em baixa-rotação sob irrigação abundante com solução de cloreto de 

sódio 0,9% foi confeccionado um defeito cirúrgico crítico de 8mm de diâmetro (Furlaneto et 

al.,2007), na porção central da calvária envolvendo a sutura sagital, mantendo-se a integridade 

da dura-máter. De acordo com os tratamentos propostos em cada grupo, os defeitos foram 

preenchidos. Grupo GC somente com coágulo sanguíneo e os demais grupos preenchidos com 

coágulo sanguíneo e sobre o defeito colocado uma membrana de colágeno porcino para o grupo 

BG (Bio-Guide® – n=12), com uma membrana de cortical bovino delgada para o grupo GD 

(Gem-Derm® - n=12) e com a membrana de cortical bovina mais espessa para o grupo GDF 

(Gem-Derm Flex® - n=12). 

Finalizando o procedimento, os tecidos moles foram cuidadosamente reposicionados e 

suturados em planos empregando-se fio reabsorvível (ácido polilático – Vycril 4.0) no plano 

profundo e fio monofilamentar (Nylon 5.0, Mononylon) com pontos interrompidos no plano 

mais externo. No pós-operatório imediato cada animal recebeu dose única intramuscular de 

0,2ml de Penicilina G-benzatina. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais durante 

todo o experimento com ração e água ad libitum. 

           A eutanásia dos animais ocorreu nos períodos de 30 e 60 dias pós-operatórios por meio 

de dose excessiva de anestésico. As calvárias dos ratos foram removidas e fixadas em solução 

de formaldeido 10% durante 48 horas, lavadas em água corrente por 24 horas, descalcificadas 

em EDTA 20% por 5 semanas, desidratadas em sequência de álcoois e diafanizadas. 

Posteriormente, as calvárias foram cortadas ao meio no sentido longitudinal, separando os 

defeitos ósseo, depois, incluídas em parafina separadamente e receberam cortes de 6μm de 

espessura sendo assim, montadas em lâminas histológicas para realizar a coloração em 

hematoxilina e eosina. 

 

2.1 Análise Histológica 

Após as lâminas serem coradas com HE (Merck & Co., Inc.) as mensurações foram 

realizadas utilizando um microscópio óptico (LeicaR DMLB, Heerbrugg, Switzerland) 

acoplado a uma câmera de captação de imagem (LeicaR DC 300F microsystems ltd, Heerbrugg, 

Switzerland) e conectado a um microcomputador Pentium III com um software analisador de 

imagens digitalizadas ImageLab 2000 (Software de Processamento e Análise de Imagens, 

Ontario, Canada). As imagens digitalizadas foram gravadas em arquivos JPEG para serem 



 

posteriormente analisadas e foram projetadas na tela de um monitor Samsung (SyncMaster 3Ne, 

15 polegadas). 

Todos os testes foram realizados no programa estatístico Sigma Plot 12.3 (Systat 

Software, Inc., San Jose alifornia, USA). Inicialmente os dados foram submetidos ao teste de 

normalidade (Shapiro-Wilk), o qual identificou se tratar de dados homogêneos (p>0,05). Assim, 

o teste ANOVA 2 fatores foi aplicado para as interações “membranas versus períodos”. Todas 

as interações mostraram alterações significantes estatisticamente (p<0,05). Adicionalmente, 

para a identificação precisa das alterações estatísticas, o pós-teste Tukey foi aplicado, em que 

para todos os testes, o nível de significância de 5 % foi considerado. 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Avaliação morfológica (microscópica)  

Os resultados foram avaliados por meio de microscópio óptico com padronização de 

leitura das lâminas para todos os grupos. (Figuras I e II A e B). 

Figura I Cortes histológicos panorâmicos corados em eosina e hematoxilna, mostrando a área total do defeito com 

uso de membranas (Bio-Gide, Gem Derm, Gem Derm Flex e coágulo). Aumento original de 6,3X. 

 

Fonte : Autores 

 



 

Figure II: Secção panorâmica histológica corada com Hematoxilina e Eosina. As imagens mostram a área central 

do defeito de cada grupo (GD), (GFD) e (BG) em uma magnificação de 25x para os tempos de 30 (A) e 60 (B) 

dias, respectivamente.  

 

 

Fonte: Autores 

 

Grupo GC (controle negativo) 

30 dias: Neste período o Grupo Coágulo apresentava uma área óssea neoformada maior 

próximo aos cotos do defeito. O espaço entre estes estava preenchido por um tecido conjuntivo 

frouxo não modelado. Observa-as áreas de osteotomia com os cotos ósseos esquerdo e coto 

direito com discreta neoformação óssea em suas margens. Ao centro do defeito crítico, entre os 

cotos, é possível notar ausência de neoformação óssea com o defeito ósseo preenchido por 

tecido conjuntivo fibroso. 

60 Dias: Nota-se uma maior aproximação dos cotos do defeito, contudo, sem o 

fechamento do defeito, sendo o espaço preenchido por um tecido conjuntivo fibroso. 

Grupo BG (Bio-Gide® - controle positivo)  

30 Dias: Verifica-se uma grande quantidade de tecido ósseo neoformado entremeado 

por fragmentos da membrana de colágeno porcino (Bio-Gide® - Geistlich Wolhusen, 

Switzerland). Na observação das lâminas nota-se a presença de neoformação óssea a partir dos 

cotos ósseos e no centro do defeito, com a presença de remanescente da membrana entre a área 

de tecido ósseo neoformado e o tecido conjuntivo organizado sobre a membrana remanescente. 

Em alguns espécimes verificou-se o fechamento do defeito. 



 

60 Dias: Há imagens da neoformação óssea tanto no coto esquerdo quanto no coto 

direito como centro do defeito eram as mesmas dos animais sacrificados com 30 dias, mas com 

imagem mais nítida de tecido ósseo neoformado preenchendo praticamente toda a cavidade. 

Verifica-se também a presença de membrana remanescente, tecido conjuntivo fibroso bem 

organizado.  

Grupo GD - (Gen Derm® -Teste 1) 

30 dias: Área defeito ainda se encontra não reparado, com tecido ósseo em neoformação 

em direção ao centro do defeito. As imagens em maior aumento demostram áreas de 

neoformação óssea ao redor dos fragmentos de membrana. 

60 dias: Presença de neoformação óssea em grande parte do defeito, mas sem o 

fechamento completo do mesmo. Praticamente não se nota a presença mais de fragmentos da 

membrana. Em um espécime houve o fechamento completo do defeito. 

Grupo GDF (Gen-Derm Flex® - teste 2) 

30 dias: Nota-se a presença de uma neoformação óssea a partir do coto em direção ao 

centro do defeito. O remanescente da membrana é observado na parte superior do defeito sendo 

envolvida por tecido conjuntivo rico em fibroblastos e rico em vascularização. Junto ao coto 

ósseo, observa-se presença de tecido conjuntivo ainda recoberto pela membrana. Na parte 

superior do defeito ósseo nota-se a presença da membrana sendo envolvida por tecido ósseo 

neoformado como também tecido ósseo no seu interior Adjacente a superfície externa da 

membrana, pode-se observar algumas células gigantes, e entre a membrana e o tecido ósseo 

neoformado, observa-se tecido conjuntivo desenvolvido e fibroblastos dispostos paralelamente 

à membrana. Foi possível verificar em alguns espécimes o fechamento do defeito.  

60 Dias: Junto ao coto uma neoformação grande óssea com a presença ainda de 

remanescente de membrana totalmente envolvida por tecido ósseo no seu interior e 

exteriormente por tecido conjuntivo fibroso. No centro do defeito em grande parte dos 

espécimes foi observado o fechamento do defeito, contudo encontramos espécimes onde o 

defeito não foi fechado. Ainda em maior aumento pode-se observar a presença de células 

gigantes junto ao remanescente de membrana. 

5 DISCUSSÃO  



 

O objetivo primário da ROG é a obtenção de uma regeneração óssea bem suscedida na 

área de defeito ósseo com alta previsibilidade e baixo risco de complicações. Secundariamente 

procura-se com a ROG obter um resultado bem sucedido com menor número de intervenções 

cirúrgicas, baixa morbidade para o paciente e um período de reparo diminuído (Park et al.,2008; 

Buser et al.,2010). 

Quando é realizado defeito controle (coágulo sem membrana), o processo de reparo 

ocorre de forma padrão, ou seja, a formação óssea fica restrita às margens dos defeitos, sendo 

que o centro do defeito fica reparado por um tecido conjuntivo fibroso. Quando uma membrana 

é utilizada, está resulta em uma mudança na quantidade de osso e regeneração tecidual, ou seja, 

o espaço criado durante a cirurgia separou o compartimento interno do externo, sendo que o 

interno preenchido incialmente por coágulo sanguíneo passa por um processo de cicatrização e 

no final há maior neoformação óssea dos grupos onde a membrana foi utilizada em relação ao 

grupo sem membrana(Schenk et al.,1994; Schenk et al.,2000; Werkmeister et al.,1992) . 

Pelo resultado obtido nesta pesquisa foi possível observar que a membrana denominada 

como grupo controle positivo (Bio-Gide®) manteve seu alto nível de atuação já tão bem descrito 

na literatura (Bunyaratavej  et al., 2001; Behfarnia et al.,2012) em comparação as membranas 

testes. O colágeno apresenta muitas vantagens como biomaterial. Além de poder ser preparado 

em diferentes formas como membranas, filmes e esferas, apresenta como características 

biológicas: não-toxicidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade, facilmente absorção pelo 

corpo e baixa antigenicidade (Pati et al.,2012; Vaissiere et al.,2000).  

No entanto, seu custo de purificação é extremamente alto e, quando isolado, apresenta 

alguma variabilidade quanto ao tamanho das fibras, impurezas e densidade de ligações cruzadas 

que estabilizam a estrutura de suas fibrilas (Vaissiere et al.,2000). Além disso, o colágeno causa 

alternância no comportamento celular, sofre contração e suas propriedades mecânicas são 

inadequadas, por isso devem ser manuseados com cuidado (Vaissiere et al.,2000; Kucharz et 

al.,1992). Outro fator é a variabilidade do colágeno dependendo da fonte, impurezas, 

variabilidade na degradabilidade enzimática e propriedades de manipulação complexas (Sheikh 

et al.,2017). 

Desta forma, buscar alternativas de materiais que possam assumir a função de barreira é 

importante. Os resultados obtidos nesta pesquisa tanto pelo grupo experimental 1 (Gem-Derm®) 

como pelo grupo experimental 2 (Gem-Derm Flex®), mostra que membranas de cortical bovina 



 

são adequadas para procedimentos de ROG como também demonstrou Oliveira et al (Oliveira et 

al.,2004).  Este fato ficou demonstrado quando é avaliada a histologia, resultado este que está em 

concordância com os obtidos por Bernabé et al (Bernabé  et al.,2012). Contudo, ao analisar o grupo 

experimental 1 e o grupo experimental 2 verifica-se que o primeiro obteve uma área de 

neoformação óssea menor quando comparado com o segundo grupo, que teve um comportamento 

biológico muito próximo ao do grupo controle positivo (BioGide®). Esse fato foi reforçado pela 

imunoistoquímica que demostrou que na análise entre esses dois grupos, ambos se comportaram 

de forma muito semelhante, tanto na comparação da osteopontina quanto da osteocalcina. 

É importante lembrar que os processos de reparos são diferentes. No grupo controle 

positivo (BioGide®), quando da presença da membrana, ocorre neoformação óssea em forma 

de grumos sugerindo reabsorção parcial e penetração de tecido ósseo, provavelmente devido a 

sua alta permeabilidade o que permite a penetração de sangue no seu interior. Não apresenta 

células gigantes, e o tecido conjuntivo é menos celularizado e há penetração de tecido no seu 

interior. Parece que há maior neoformação óssea nos grupos com um processo de reabsorção 

mais rápida. Aos 30 e 60 dias houve fechamento de mais animais, parecendo que o volume 

ósseo obtido aos 30 dias é mantido até o final do processo de reparo aos 60 dias. Já no grupo 

experimental 2 (Gem-Derm Flex®), a neoformação óssea é mais progressiva dando a entender 

que desempenhou o papel de barreira com manutenção do espaço biológico. Pelas análises das 

lâminas apresentou um processo de reabsorção mais lenta, e em alguns animais foi possível 

verificar a presença da membrana quase na integralidade aos 60 dias.  

O fator espessura da membrana também parece interferir nos resultados de ROG 

quando comparamos os dois grupos constituído de cortical bovina (grupo experimental 1 e 2), 

variando somente a espessura. Foi possível observar que o grupo onde há maior espessura da 

membrana de cortical bovina (grupo experimental 2), o processo de ROG foi mais efetivo 

quando comparado ao grupo de espessura mais delgada (grupo experimental 1). Este fato pode 

estar relacionado a manutenção por mais tempo da integridade da membrana favorecendo o 

processo reparativo do defeito ósseo. 

Desta forma, foi possível verificar neste trabalho que a variação de espessura 

influenciou significativamente nos resultados, uma vez que a membrana mais espessa permitiu 

uma quantidade de tecido ósseo neoformado maior que sua similar mais delgada. Assim, 

parece que a oclusão celular se tornou mais efetiva e com isso os resultados foram mais 

adequados. 



 

6 CONCLUSÃO 

Dentro da metodologia empregada foi possível concluir que as membranas estudas nesta 

pesquisa promoveram a ROG em defeitos críticos em calotas de ratos. O grupo controle 

positivo e o grupo experimental 2 obtiveram melhores comportamentos biológico e maior 

índice de neoformação óssea no processo de ROG. 
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