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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar, in vivo, os efeitos de uma membrana de poliestireno com colageno e norbixina
em fraturas no osso da calvaria de ratos aos 15 e 30 dias de tratamento. Foram avaliados as alteragdes inflamatorias
(presenca de edema, alteragdes vasculares e inflitrado inflamatorio) e o grau de reparacdo (processo de fibrose,
neovascularizagdo e proliferacao fibroblastica) dsseo dos tecidos desenvolvidos em torno do composito por meio
de testes histologicos. Vinte ratos machos, submetidos a fraturas no osso da calvaria, envolvendo a sutura sagital,
foram divididos em dois grupos, G1 (controle) e G2 (aplicagdo da membrana), os quais foram avaliados sem e
com aplicacdo da membrana. Apds 15 dias de tratamento, o Grupo G2 apresentou um menor infiltrado inflamatorio
e uma rapida formacao de vasos sanguineos. Ja aos 30 dias da aplicagdo da membrana foi observado a presenga
de tecido 6sseo imaturo e lamelar em ambos os grupos.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate, in vivo, the effects of a polystyrene membrane with collagen and
norbixin on rat calvaria bone fractures at 15 and 30 days of treatment. The inflammatory alterations (presence of
edema, vascular alterations and inflammatory inflit) and the degree of bone repair (fibrosis process,
neovascularization and fibroblastic proliferation) of the tissues developed around the composite were evaluated by
histological tests. Twenty male rats submitted to calvary bone fractures involving the sagittal suture were divided
into two groups, G1 (control) and G2 (membrane application), which were evaluated without and with membrane
application. After 15 days of treatment, Group G2 had a lower inflammatory infiltrate and a rapid formation of
blood vessels. At 30 days of membrane application, the presence of immature and lamellar bone tissue was
observed in both groups.
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INTRODUCAO

Os acidentes automobilisticos sdo os principais causadores de fraturas 6sseas no mundo, contabilizando
cerca de 1,3 milhdes de mortes por acidentes de transito e, aproximadamente, 50 milhdes de pessoas sobrevivem
com sequelas em 178 paises (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE - OMS, 2009). Devido a estes altos
indices e as fraturas provocadas por outros fatores, elas passaram a representar um problema de satide publica com

alta incidéncia de morbi-mortalidade e custo socioecondmico (ZAGO et al., 2009).

O tecido 6sseo possui uma enorme capacidade regenerativa e, muitas vezes, ele consegue restaurar sua
estrutura ossea perfeitamente. Porém, traumas extensos, infec¢des, anomalias do desenvolvimento, ressecgdes
oncologicas e patologias podem levar a defeitos 6sseos perenes, perdendo o poder de regeneragcdo espotanea.
Assim, as necessidades de recuperar a qualidade 6ssea em areas que danificaram suas conformagdes anatomicas,
diversos estudos tém procurado desenvolver novos materiais com capacidades de uma boa conducdo oOssea
(GUIMARAES et al., 2011).

Os biomateriais sugiram com a necessidade de melhorar o reparo 6sseo. Eles sdo capazes de interagirem
com um organismo vivo, ndo induzindo rea¢des adversas sistemicamente ou no sitio de implantagdo (PARETSIS
et al., 2017). Dentre esses biomateriais estdo as membranas de polimeros, que possuem facil controle de sintese,
origem ilimitada, biocompatibilidade e biodegradabilidade, além de promoverem a regeneracdo dssea de forma

previsivel, sem a presencga de efeitos colaterais (COSTA et al., 2016).

A Técnica de Regeneracdo Ossea Guiada (ROG) ¢ um procedimento que tem por objetivo a reposicdo do
volume 6sseo e aumentar a eficacia da cicatrizagdo. Ela tem como principio utilizar uma membrana para fazer uma
barreira fisica, promovendo um ambiente adequado para o organismo utilizar seu potencial maximo de cicatrizagio

dos tecidos lesionados; excluindo células ndo desejaveis que impedem o reparo normal (PEREIRA et al., 2012).

A norbixina ¢ um composto extraido do urucum (Bixa Orellana L.), planta nativa da América Latina,
possuindo propriedades hidrofilicas, carotendides e antioxidantes; sendo amplamente utilizada, como corante nas
indutrias alimenticia, farmacéutica, téxtil e de tintas (GARCIA et al., 2012; SANTOS et al., 2018).

A avaliacao da genotoxidade dessa membrana feita por meio dos testes de micronucleos e teste de cometa

mostraram que ela ndo possui toxidade genética e pode ser aplicada in vivo (MONTE et al., 2016).

Na literatura existem poucas pesquisas que avaliam os efeitos da norbixina no reparo 6sseo. Portanto, o
objetivo do presente estudo ¢ avaliar o processo de reparagdo do tecido 6sseo de ratos guiada pela membrana de

poliestireno com colageno e norbixina, apos 15 e 30 dias de tratamento, por meio de testes histologicos.

MATERIAL E METODOS

Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo experimental, in vivo, do tipo caso controle, com abordagem qualitativa.
Procedimentos Eticos

O protocolo de pesquisa (N° 04216/16) foi submetido & analise pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
- CEUA e pela Universidade Estadual do Piaui, obtendo aprovagdo de ambos (Anexo A), amparado pela resolucao

da Lei N°. 11.794 de Outubro de 2008.

Animais
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A amostra foi do tipo probabilistica, aleatoria, constituida de 20 ratos machos (Rattus norvergicus, albinus,
Wistar) com peso entre 300 e 350g, clinicamente sadios, fornecidos pelo biotério do Centro de Ciéncias da Saude
(CCS) - UESPI. Os animais foram mantidos em ambiente com ciclo claro e escuro 12h/12h, alojados em gaiolas

de polipropileno e alimentados com ragdo e agua ad libitum.

Preparo da membrana

Os componentes da membrana foram dissolvidos em cloroférmio numa relagdo de 0,20 gramas de
poliestireno para 0,05 gramas de norbixina e 0,05 gramas de colageno. Apds 2 horas sob agitacdo magnética, a
mistura foi colocada numa placa de Petri aberta e a temperatura ambiente para que o solvente evaporasse formando

a membrana de poliestireno com coldgeno e norbixina em capela de exaustdo (MONTE et al., 2016).

Preparo dos animais e procedimento de implanta¢do no reparo ésseo

Foi realizado o procedimento cirtrgico de inser¢do das membranas de poliestireno e coldgeno associada
a norbixina em defeitos do tecido dsseo da calvaria, na altura da sutura sagital Bregma em ratos. Os animais foram
divididos em dois grupos, G1(controle, defeito 6sseo e sem membrana) e G2 (defeito dsseo e membrana), no qual
cada grupo teve 10 animais, onde 10 foram eutanasiados com 15 dias e os outros 10 com 30 dias de tratamento.

Os animais foram previamente pesados e receberam por via subcutanea, um pré-tratamento com atropina
na dose de 0,04 mL para cada 100 gramas de peso corpéreo, aguardando repouso de 15 minutos para o
procedimento anestésico. Foi administrada droga anestésica por via intramuscular, cloridrato de cetamina 10%,
utilizando a dose de 0,1 mL para cada 100 gramas de peso corpdreo e cloridrato de xilazina 2% com dose de 0,1
mL para cada 100 gramas de peso corporeo. Apos a anestesia, cada animal foi posicionado em decubito dorsal e
imobilizado em prancha operatoria.

Realizou-se uma incisao de 0,5 cm com tesoura cirtrgica na regiao occipital seguida de divisao com pinga
Kelly e/ou tesoura romba. Logo apds a incisdo, foi realizado um defeito critico padrao de 8 mm de didmetro no
osso da calvaria, envolvendo a sutura sagital Bregma de cada rato. O defeito foi realizado, usando uma broca
trefina acoplada a uma peca de mao de baixa rotagdo, sob irrigacdo abundante de soro fisioldgico e, posteriormente,
foi colocado a membrana de poliestireno com coldgeno e norbixina. Apos o implante de membrana, as margens
da ferida foram suturadas (fio de seda 4-0) para uma perfeita coaptagdo. No final do procedimento cirtrgico, os
animais receberam duas doses de 50 mg/kg de 12 em 12 horas de dipirona para procedimento de analgesia e este

tratamento teve a duragdo do experimento de 15 e 30 dias.

Biopsia e preparo histotécnico

Nos periodos de 15 e 30 dias apds a implantacdo do filme de poliestireno com coldgeno e norbixina, os
animais foram eutanasiados por deslocamento cervical, de acordo com as orientacdes do Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA). Uma amostra do tecido, contendo o material polimérico, foi removido. As
pecas passaram pelo processo laboratorial de rotina para inclusdo em parafina. Obtidos os blocos, foram realizados
cortes longitudinais com espessura de 05 micrometros em um micrétomo rotativo, resultando em cortes semi-
seriados, que foram submetidos a coloracdo pela hematoxilina-eosina, para estudo histomorfologico sob
microscopia de luz.

Na analise histologica foram avaliadas as altera¢des inflamatdrias (presenca de edema, alteragdes vascular
e infiltrado inflamatdrio) e o grau de reparacgdo (processo de fibrose, neovascularizagdo e proliferacdo fibroblastica)

dos tecidos desenvolvidos em torno do compdsito de poliestireno, colageno e norbixina.
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RESULTADOS

Nas cortes histologicos dos animais do grupo controle eutanasiados apoés 15 dias (Fig. 1A) foram
observados infiltrados inflamatorios e fibras de colageno ao longo dos defeitos experimentais, com trabéculas
oOsseas imaturas ndo lamelares apenas nas extremidades do defeito cirargico. O grupo Membrana (Fig. 1B) apos
15 dias apresentou a presenga de infiltrado inflamatério em uma quantidade menor quando comparado ao grupo
controle, e teve a formacgdo de novos vasos sanguineos. Porém, a espessura da calvaria original ndo foi
restabelecida em nenhum animal dos dois grupos.

No pés-operatorio de 30 dias, observou-se um fechamento linear dos defeitos experimentais com presenga
de tecido 6sseo imaturo e lamelar nos grupos Controle (Fig. 1C) e Membrana (Fig. 1D), evidenciando apenas uma

leve remodelagéo.

Figura 1. Visdo panoramica da superficie do osso da calvaria, na altura da sutura sagital de Bregma, préximo ao
defeito 6sseo e do local com a membrana nos tempos experimentais de 15 (A-B) e 30 dias (C-D).
Fotomicrografias que mostram a aparéncia do tecido 6sseo no controle (A-C) e Membrana (B-D). (Coloragao de
hematoxilina e eosina com apliagdo de x40). Abreviagdes: IM — infiltrado inflamatoério; Ol — osso intacto; ON —

osso neoformado; R — remodelagao.

DISCUSSAO

Neste estudo foi avaliado a resposta in vivo do uso de membrana de poliestireno, colageno e norbixina
no processo de reparo 6sseo da calvaria de ratos por meio da analise histologica.
A utilizagdo do biomaterial na reparagdo de defeitos dsseos € desejavel que a estrutura seja simulada e

imitada a do osso bioldgico, para que ele possa se adaptar as mudangas de estresse em um certo intervalo de tempo,
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circular o sangue bem, garantir o crescimento normal e o metabolismo do tecido 6sseo, com a finalidade de acelerar
a reconstrucdo 6ssea (RAHIMZADEH et al., 2012).

O coldgeno ¢ o biomaterial de origem natural mais amplamente utilizado, por ser mecanicamente
maleavel, adaptavel, facil manipulagdo e com as propriedades de biocompatibilidade, baixa toxidade, quimiotaxia
para fibroblastos, semipermeabilidade e homeostasia; além de ser o principal componente da matriz extracelular,
tornando-se um substrato natural para as células (PIRES et al., 2015).

A norbixina é um apocarotendide extraido de annatto ou urucum (Bixa orellana L.), que possui um
grande potencial de uso em membranas poliméricas biodegradaveis e biocompativeis, por possuir caracteristicas
antioxidantes, antimicrobianas, antitumorais e sem efeitos genotoxicos ou mutagénicos (SOUSA et al., 2016).

O estudo realizado por Monte et al. (2016) mostrou que a membrana de norbixina-poliestireno-colageno
ndo ¢ citotoxica. Estudo semelhante realizado por Alves et al. (2016), porém com a membrana de
polihidroxibutirato-norbixina-etilenoglicol, também mostrou que no grupo experimental ndo apresentou
genotoxidade por meio de testes de micronucleo quando comparada ao grupo negativo apds 72h do experimento,
podendo ser aplicada in vivo. Nesta pesquisa, o grupo membrana ndo evoluiu com areas de necrose (Fig. 1B e 1D).
Dessa forma, a membrana de poliestireno/coldgeno/norbixina é segura para aplicacdo in vivo por ser ndo-citotoxica.

Os resultados nos cortes histologicos obtidos deste estudo demonstram que ap6és os 15 dias de pos-
operatorio houve uma diminui¢do do infiltrado inflamatério no grupo membrana quando comparado ao grupo
controle (Fig. 1A e 1B), corroborando com o estudo de Capella (2016), no qual foi utilizado o extrato oleoso do
urucum para o tratamento de feridas cutineas, observando a agdo pré-inflamatédria e acelerando o processo
cicatricial com maior formacgao de crostas e epitelizagdo em menor tempo. Keong et al. (2011) avaliou a atividade
antiinflamatéria de um extrato aquoso bruto de folhas de Bixa orellana L, mostrando que a redugdo da inflamagao
na fase aguda ¢ através da inibicdo da producdo de 6xido nitrico, um mediador inflamatorio produzido pelo
endotélio vascular e por macréfagos que causa a supressdo da permeabilidade vascular.

Neste estudo, apds os 15 dias de pds-operatdrio, também foi observado uma maior neovasculariza¢ao no
grupo membrana (Fig. 1B), indo de acordo com a pesquisa de Santos et al. (2014), que utilizou o extrato aquoso
do urucum para a cicatrizacdo de feridas cutidneas em ratos, onde foi encontrado um aumento significativo e
gradativo de novos vasos sanguineos apds o sétimo dia de pos-operatorio.

No entanto, apos os 30 dias de pos-operatdrio, nessa pesquisa foi observado a formagdo de tecido dsseo
imaturo e lamelar tanto no grupo controle quanto no grupo membrana (Fig. 1C e 1D), mostrando o inicio da
remodelacdo, resultando em uma cicatrizagdo de baixa consolidacdo, ndo atingindo o grau esperado. Isso também
foi evidenciado no estudo de Capella (2016), que apds os 21 dias de tratamento com o urucum para as feridas
cutineas, 0s grupos que receberam o tratamento tiveram uma menor for¢a de resisténcia e uma menor forca de
tensdo na cicatrizagdo comparados aos outros grupos da pesquisa tratados com soro fisioldgico e vaselina.

Portanto, a membrana de norbixina, poliestireno e colageno promoveu uma efetiva redu¢do no infiltrado
inflamatorio e uma rapida neovascularizagdo nos primeiros 15 dias, como também uma leve remodelagdo 6ssea

nos 30 dias, devido aos efeitos antiinflamatdrios presentes nos carotendides do urucum (VILAR et al., 2014).

CONCLUSAO

Nas condigdes apresentadas neste estudo, demonstrou-se que a membrana de norbixina, poliestireno e
colageno foi efetiva na reducdo da inflamagéo, na aceleracdo da neovascularizac¢do e iniciou a remodelagdo do

tecido 6sseo em ratos.

19



Revista de Biotecnologia & Ciéncia Leite et al. v.8,n.1,2019

AGRADECIMENTOS

A todos os contribuintes que participaram no presente estudo e a Universidade Estadual do Piaui (UESPI)

pelo fornecimento do local e dos equipamentos necessarios para realizagdo desta pesquisa.

Os autores declaram que nao ha conflitos de interesses.

REFERENCIAS

ALVES, AM.M.; SOUSA,R.C.; MAIAFILHO, A.LM.; MONTE, SM.; FERREIRA, D.C.L.; FONSECA,K.M.;
CARVALHO, L.FM.; CARVALHO, T.M.P.; OLIVEIRA, D.S.; VIANA, V.G.F. Avalia¢io do efeito genotoxico da
membrana polihidroxibutirato/norbixina/etilenoglicol. Revista Univap, Sao Jos¢ dos Campos, v. 22, n. 40, p. 1-6,
2016.

CAPELLA, S. O. Potencial cicatricial da Bixa orellana L. Em feridas cutaneas: estudoem modelo experimental.
Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., Minas Gerais, v. 68, n. 1, p. 104-112, 2016

COSTA, J1.B.Z.; SILVA, F.; DULTRA, C.A.; SOUZA, L.F.; SANTOS, M.C.N.E. O uso de membranas biologicas
para a regeneragdo Ossea guiada em implantodontia. Revista Bahiana de Odontologia, Salvador, v. 7, n. 1, p. 14-
21, 2016.

GARCIA, C.E.R.; BOLOGNESI, V.J.; DIAS, J.F.G; MIGUEL, O.G.; COSTA, C.K. Carotenoides bixina e
norbixina extraidos do urucum (Bixa orellana L.) como antioxidantes em produtos carneos. Ciéncia Rural, Santa
Maria, v. 42, p.1510-1517, 2012.

KEONG, Y.Y.; ARIFAH, A.K.; SUKARDI, S.; ROSLIDA, A.H.; SOMCHIT, M.N.; ZURAINI, A. Bixa orellana
Leaves Extract Inhibits Bradykinin-Induced Inflammation through Suppression of Nitric Oxide Production. Med
Princ Pract, v. 20, p.142-146, 2011.

MONTE, S.M.; MAIAFILHO, A.L.M.; AMARAL, F.P.M.; FERREIRA, D.C.L.; NASCIMENTO, W.M.; VIANA,
F.G.F.; MONTE, Z.L.O.; COSTA, C.L.S; MOURA NETO, V. Genotoxicity evaluation of polystyrene membrane
with collagen and norbixin by micronucleus test and comet assay. International Journal of Pharmaceutical

Science Invention, v. 5, n. 4, p. 7-11, 2016.

PARETSIS, N.F.; ARANA-CHAVEZ, VEE.; CORREA, L.; PEPLIS, A M.G.; MARTINS, V.C.A.; CORTOPASSI,
S.R.G.; ZOPPA, A.L.V. Avaliacdo histologica e histomorfométrica da regeneragdo dssea a partir da utilizagdo de

biomateriais em tibias de ovinos. Pesq. Vet. Bras., Rio de Janeiro, v. 37, n. 12, p. 1537-1544, 2017.
PEREIRA, N.S.; SOUZA, L.R.B.; SOARES, L.C.; SANTOS, .M.S.P.: ARAUJO, K.S. Regeneragdo 6ssea guiada
utilizando membrana reabsorvivel fixada com etilcianoacrilato. Revista Brasileira de Odontologia, Rio de

Janeiro, v. 69, n. 1, p. 39-42, 2012.

PIRES, A. L. R; BIERHALZ, A. C. K; MORAES, A. M. Biomateriais: tipos, aplicagdes e mercado. Quimica
Nova, Sao Paulo, v. 38, n. 7, p. 957-971, 2015.

20



Revista de Biotecnologia & Ciéncia Leite et al. v.8,n.1,2019

QUIMARAES, K.B.; VASCONCELOS, B.C.E; LIMEIRA JUNIOR, F.A.; SOUSA, F.B.; ANDRADE, ES.S;
VASCONCELLOS, R.J.H. Histomorphometric evaluation of calcium phosphate bone grafts on bone repair.
Revista Brasileira de Otorrinolaringologia, Sao Paulo, v. 77, n. 4, p. 447-454, jun/ago. 2011.

RAHIMZADEH, R. Value of color doppler ultrasonography and radiography for the assessment of the cancellous
bone scaffold coated with nano-hydroxyapatite in repair of radial bone in rabbit. Acta Cirtirgica Brasileira, Sao
Paulo, v. 27, n. 2, p. 148-154, 2012.

SANTOS, E. J.; LOURENZANI, W. L.; LOURENZANI, A. E. B. S. Histérico e ascensdo do urucum na
microrregido de Dracena — Sao Paulo. Brazilian Journal of Biosystems Engineering, Sao Paulo, v. 12, n. 1, p.
29-39, 2018.

SANTOS, J.A.A.; SOUSA, M.F.AM.; SILVA, E.L.V.; AGUIAR JUNIOR, F.C.A. Avaliacdo histomorfométrica
do efeito do extrato aquaso de urucum (norbixina) no processo de cicatrizacdo de feridas cutaneas em ratos.
Revista Brasileira de Plantas Medicinais, Campinas, v. 16, n. 3, p. 637-643, 2014.

SOUSA, R.C.; MAIAFILHO, A.L.M; FERREIRA, D.C.L.; AMARAL, F.P.M.; MONTE, S.M.; FONSECA, K.M.;
CARVALHO, L.FEM.; COSTA, C.S.; VIANA, D.S.O0.; VIANA, V.G. Assessment of genotoxicity
phb/norbixin/ethyleneglycol membrane by micronucleus test and comet assay. Journal of Biotechnology and
Biochemistry, IOSR-JBB, v. 2, n. 7, p. 34-39, nov/dez. 2016.

VILAR, D.A.; VILAR, M.S.A.; MOURA, T.F.A.L.; RAFFIN, F.N.; OLIVEIRA, M.R.; FRANCO, C.F.O;
ATHAYDE-FILHO, P.F.; DINIZ, M.F.F.M.; BARBOSA-FILHO, J.M. Traditional uses, chemical constituents,
and biological activities of Bixa orellana L.: a review. The Scientific World Journal, Rockville, p. 1-11, jun.
2014.

WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO. Global status report on road safety: time for action world health
organization. Geneva: WHO; 2009.

ZAGO, A. P. V; GRASEL, C. E; PADILHA, J. A. Incidéncia de atendimentos fisioterap€uticos em vitimas de

fraturas em um hospital universitario. Fisioterapia em Movimento, Curitiba, v. 22, n. 4, p. 565-573, out/dez. 2009.

21



