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Resumo

Introducdo: O colagénio tipo | € um material bioreabsorvivel dos mais
utilizados e estudados na regeneragdao Ossea guiada (GBR) devido a sua
biocompatibilidade, pois € o componente principal da matriz extracelular (ECM)
da maioria dos tecidos, realizando a fungdo de um scaffold natural por suportar
o crescimento celular no interior do tecido conjuntivo, possuindo também uma
componente bioativa que modula o comportamento celular e a fungao tecidular.

Objetivos: O objetivo principal deste trabalho foi caracterizar duas
membranas de colagénio de origem bovina na sua componente morfologica,
fisico-quimica e mecanica, comparando os resultados antes e apds a sua
degradagao in vitro durante 8 semanas de modo a verificar a estabilidade dos
diferentes materiais.

Materiais e métodos: Neste estudo experimental foram utilizadas 4

membranas de colagénio pré-hidratadas de pericardio de bovino (grupo |) e 4
membranas de colagénio SR (reabsorgéo lenta) de tendao de bovino (grupo II).
Duas membranas de cada grupo foram utilizadas para a realizagdo da
microscopia eletronica de varrimento (SEM), espetroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FT-IR) e analise dinamico-mecanica (DMA). Apos a
realizacao dos testes, as membranas foram descartadas e 2 novas membranas
de cada grupo foram utilizadas para imersao no fluido corporal simulado (SBF).
Apds um periodo de imersédo de 8 semanas, as membranas foram removidas da
solucao e os testes foram novamente realizados.

Resultados: Os resultados obtidos através das analises realizadas nao
demonstraram diferencas significativas entre as propriedades das membranas
antes e apos a degradacéo in vitro, dentro de cada grupo.

Conclusbes: Apdés a degradagao por 8 semanas, as membranas de
ambos 0s grupos mantiveram as suas propriedades, sugerindo a manutencao

clinica da fungao barreira de ambas durante o periodo de tempo estudado.

Palavras chave: membranas, colagénio, medicina regenerativa, GBR, GTR;






Abstract

Introduction: Type | collagen, as a biomaterial, is one of the most used and
studied bioabsorbable material in guided bone regeneration (GBR), due to its
biocompatibility, because it is the main component of the extracelullar matrix
(ECM) of the majority of the tissues, playing the role of a natural scaffold by
supporting celullar growth inside of the connective tissue, as well as being a
bioactive component that regulates celullar behaviour and tissue function.

Objectives: The main objective of this study was to characterize 2 collagen
membranes of bovine origin, in their morphologic, physicochemical and
mechanical components, comparing the results before and after their in vitro
degradation for 8 weeks, in order to verify the stability of the different materials.

Materials and methods: In this experimental study, 4 pre-hydrated collagen

membranes of bovine pericardium (group 1) and 4 SR (slow resorption) collagen
membranes of bovine tendon (group Il) were used. Two membranes of each
group were used to perfom the scanning electron microscopy (SEM), Fourier-
transform infrared spectroscopy (FT-IR) and dynamic mechanical analysis
(DMA). After these tests were perfomed, the membranes were discarded and 2
new membranes of each group were immersed in the simulated body fluid (SBF).
After a degradation time of 8 weeks, the membranes were removed of the
solution and the tests were performed again.

Results: The results obtained from the performed tests did not show
significant differences between the properties of the membranes before and after
the in vitro degradation, within each group.

Conclusions: After the 8 week degradation, the membranes of both groups
perserved their properties, suggesting the maintenance of the barrier role during

the studied period of time.

Key-words: membranes, collagen, regenerative medicine, GBR, GTR;
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1. Introducao

1.1. Periodonto

O periodonto funciona como aparelho de suporte para os dentes em
funcdo e na sua relagéo oclusal (1). As suas fungdes incluem a inser¢cao dos
dentes no osso, selamento entre o dente e o epitélio, absorcdo de forgas
oclusais, permitindo pequenos movimentos dentarios e para propriocegao (2).
Consiste em quatro componentes: a gengiva, osso alveolar, cemento e

ligamento periodontal (PDL) (1-3).

1.1.1. Gengiva

A gengiva consiste num epitélio de superficie (epitélio escamoso
estratificado) e tecido conjuntivo subjacente, designado de lamina prépria (1,3,4).
Existem 3 tipos de epitélio presentes: epitélio oral, sulcular e juncional, em que
a célula principal é o queratinécito (1,3,4). O epitélio oral reveste a crista, a
superficie externa da gengiva marginal e a superficie da gengiva aderida (3).
Pode ser queratinizado, paraqueratinizado ou uma combinagdo de ambos (3). O
epitélio sulcular esta adjacente ao dente, porém nao esta aderido a superficie
dentaria e nao é queratinizado (1,3). O epitélio juncional encontra-se na base do
sulco e esta aderido ao dente ao nivel da linha amelocementaria (1). Tal como o
epitélio sulcular, ndo é queratinizado (3).

Os componentes principais do tecido conjuntivo (ou lamina proépria) séo
as fibras de colagénio (60% do volume), fibroblastos (5%), vasos, nervos e matriz
(35%) (1,3). Consiste num compartimento celular e um compartimento
extracelular, composto por fibras e substadncia fundamental que ocupa os
espacos entre as fibras e as células, designado de matriz extracelular (ECM) (3).
Esta substancia fundamental contém proteoglicanos e glicoproteinas (1,3).

O componente principal da lamina propria € o colagénio tipo |, e a maioria
das fibras estédo irregularmente orientadas, no entanto, € possivel observar
alguns arranjos distintos de fibras (1,3). Estes incluem o grupo dentogengival,
circular e transseptal (1,3). As fibras do grupo dentogengival podem dispor-se

desde a superficie radicular ao peridsteo, da superficie radicular a gengiva e



desde o periésteo a gengiva (1). As fibras circulares percorrem
circunferencialmente ao redor do dente na gengiva, sem contactarem com o
dente (1). Por fim, as fibras do grupo transseptal inserem-se na superficie
radicular de dentes adjacentes (1).

Relativamente ao compartimento celular, as células presentes na lamina
propria sdo os fibroblastos, mastécitos, macréfagos e outras células
imunoldgicas (4). Como foi referido anteriormente, a célula principal do tecido
conjuntivo € o fibroblasto, e desempenha um papel fundamental no
desenvolvimento, manutengéo e reparagao deste tecido (3). Tal como em todo
o tecido conjuntivo presente em qualquer parte do organismo, os fibroblastos
sintetizam o colagénio e regulam a sua degradag¢dao, como também secretam
glicoproteinas e glicosaminoglicanos presentes na matriz extracelular (3).

A mucosa oral pode ser dividida em trés tipos: mucosa mastigatéria
(gengiva e a mucosa que recobre o palato duro), mucosa especializada (dorso
da lingua), e a mucosa de revestimento (restante cavidade oral) (1,3,4).

No adulto, a gengiva saudavel reveste o 0sso alveolar e a raiz dentaria
até um nivel, um pouco coronal em relagdo a linha amelocementaria (3). Esta
firmemente aderida ao osso e € continua com a mucosa alveolar nao
queratinizada, que esta localizada apicalmente e ndo esta aderida ao osso
alveolar. (1,2). A separacgédo entre estes dois tecidos € claramente demarcada,
por uma linha chamada linha mucogengival (1,4). Nao existe linha mucogengival
no palato, pois a gengiva é continua com a mucosa palatina (1,3). Na figura 1

estao ilustradas as diferentes estruturas da gengiva.
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Mucosa alvealar

Figura 1 — Diagrama representativo das
referéncias anatomicas da gengiva, adaptado
de Michael Newman et al. 2015.

1.1.2. Osso alveolar

A apofise alveolar é o tecido 6ésseo da maxila e mandibula, onde estéo
presentes os alvéolos onde se inserem os dentes (1,3,4). Consiste na cortical
externa, na parede alveolar interna (lAmina dura) e osso trabecular entre as duas
paredes (1,3,4). O osso cortical € altamente calcificado e desempenha
principalmente fung¢des de estrutura e protecdo, enquanto que o osso trabecular
€ menos calcificado e possui uma maior area de superficie, o que Ilhe permite
ser metabolicamente ativo (5). A apdfise alveolar desenvolve-se e remodela-se
aquando da formacgao e erupg¢ao dentaria, logo € uma estrutura dependente do
dente. Deste modo, o seu tamanho, forma, localizagcdo e fungdo determina a
morfologia alveolar (3).

O tecido que reveste a superficie externa do osso designa-se peridsteo e
o tecido que reveste as cavidades 6sseas internas designa-se de enddsteo (3,6).
O periosteo tem um papel importante no crescimento e reparagao ossea e tem
um impacto no seu suprimento sanguineo (6). O peridsteo consiste em duas

diferentes camadas, uma externa colagenosa rica em fibroblastos, vasos



sanguineos e nervos, e uma camada interna composta por osteoblastos
rodeados por células osteoprogenitoras, que tém potencial para se diferenciarem
em osteoblastos, tendo portanto influéncia na formacéao e reparagao 6ssea (3,6—
8). O endosteo € composto por tecido conjuntivo e células com potencial
osteoblastico (6). E composto por duas camadas, a camada osteogénica

(interna) e a camada fibrosa (externa) (3).

1.1.2.1. Componente quimica

O osso é composto por 50-70% matriz mineralizada, 20-40% matriz
organica, 5-10% agua e <3% lipidos (9,10). O conteudo mineral € principalmente
a hidroxiapatite, e a porgdo organica é maioritariamente formada por colagénio
e proteinas nao-colagenosas (9). Tal como a gengiva, o 0sso consiste num
compartimento celular e um compartimento extracelular, em que os
osteoblastos, juntamente com os ostedcitos, osteoclastos, células do suprimento
neurovascular e células do periosteo, enddsteo e medula constituem a
componente celular do osso (10,11).

A matriz extracelular € uma estrutura complexa e organizada que fornece
suporte mecanico e exerce uma fungéo essencial na homestasia do osso (11).
Esta matriz secreta diversas moléculas que interferem com a atividade das
células 6sseas, tendo por consequéncia a participagao na remodelagao 0ssea
(11). E composta predominantemente por colagénio tipo |, proteinas nao
colagenosas (como a osteocalcina, osteonectina, osteopontina e fibronectina) e
proteoglicanos (11-13). A porg¢ao mineral do tecido ésseo, como referido acima,
€ a hidroxiapatite, que se apresenta na forma de cristais dispostos ao longo das
fibras de colagénio e da susbtancia fundamental (5). A matriz extracelular nao é
apenas um scaffold para as células, mas também funciona como reservatério de

fatores de crescimento e citocinas (9,10,12).

1.1.3. Ligamento Periodontal

O ligamento periodontal (PDL) é o tecido conjuntivo responsavel pela
adesao do dente ao osso alveolar, e € continuo coronalmente com o tecido
conjuntivo gengival (1,2,14). As suas fungdes incluem a absor¢ao e dissipagao
das forgcas oclusais exercidas nos dentes durante a fungao, permitindo que as

forcas sejam distribuidas adequadamente pelo osso alveolar, em adicédo a



funcionar como um org&o sensorial necessario para o posicionamento correto da
maxila e mandibula durante a mastigacao (1,2,15).

Semelhante aos outros tecidos conjuntivos, o PDL consiste em fibras de
colagénio (maioritariamente tipo ) juntamente com a componente celular, vasos
sanguineos e nervos incluidos na susbtancia fundamental (2,14,15).

As fibras de colagénio sado divididas em 2 tipos principais: as fibras
intersticiais, que estao dispostas aleatoriamente ao longo do PDL e suportam os
vasos € nervos, e as fibras principais, que sdo muito mais densas e dispdem-se
desde o cimento da superficie radicular ao o0sso, inserindo o dente firmemente
no alvéolo (14). Este ultimo tipo de fibras designa-se Fibras de Sharpey (14).
Estas fibras também podem ser divididas pela sua posi¢éo e orientagao (1). Os
6 grupos séo o transseptal, horizontal, alveolar, obliquo, apical e radicular (1,16).

Relativamente a componente celular, as células presentes neste tecido
incluem os osteoblastos, cementoblastos, osteoclastos, células estaminais
multipotentes, remanescentes epiteliais (restos epiteliais de Malassez) e
fibroblastos, sendo este ultimo o componente celular mais abundante (1,2,17).
Uma vez que o PDL contém uma grande variedade de células, desempenha uma

funcao importante na cicatrizacao (1).

1.1.4. Cemento

A camada fina de cemento que reveste a dentina radicular € um tecido
importante para a manutencao da saude periodontal pois € onde se inserem as
fibras do PDL (14,16). Existem 2 tipos de cemento: o cemento celular, que se
encontra no tergo apical da raiz, contém cementoblastos e cementdcitos
(cementoblastos aprisionados nas lacunas da matriz que secretam) e
normalmente sobrepde-se ao tipo acelular, localizado nos 2 tergos cervicais e
que nao possui células (14,16).

A composicao do cemento assemelha-se a do osso, com 50% matriz
mineral (hidroxiapatite) e 50% matriz organica (maioritariamente colagénio tipo
[) (15). Quase todas as proteinas ndo colagenosas identificadas no cemento

também se encontram no osso (15).



1.2. Medicina Regenerativa

Durante mais de trés décadas, a investigacado periodontal tem tentado
desenvolver regimes terapéuticos clinicos capazes de regenerar os tecidos
periodontais com boa previsibilidade e a extensa evidéncia clinica demonstrou
que a regeneragao representa o resultado mais favoravel relativamente a
reparagao periodontal (18).

A Medicina Regenerativa € uma area interdisciplinar que implica a
substituicdo ou regeneragao de células, tecidos ou orgaos, com o objetivo de
recuperar ou estabelecer a fungdo normal, e é considerada uma nova fronteira
na investigacdo biomédica (19-22).

Os materiais usados na Medicina Regenerativa podem ser classificados
como naturais (como o colagénio) ou sintéticos (como o acido poliglicdlico)
(19,23). O biomaterial ideal deve ser biocompativel e biodegradavel ao mesmo
tempo que o processo regenerativo ocorre, sem produzir produtos téxicos que
alterem o crescimento tecidular e/ou causem a indug¢ao do processo inflamatorio
(19). Também devem apresentar porosidade, que permite a troca gasosa e de
nutrientes, bem como eliminagao dos produtos metabdlicos (19).

Véarios biomateriais encontram-se em diferentes estagios de
desenvolvimento, com alguns ja a serem utilizados clinicamente, alguns em
testes pré-clinicos e outros a serem desenvolvidos em laboratério (23).
Progressos recentes sugerem que a engenharia de tecidos podera ter uma
aplicagao clinica mais ampla no futuro e pode representar uma opgao terapéutica
viavel para pacientes que benificiem das vantagens de uma vida mais longa

proporcionada pela regeneragao dos tecidos danificados (23).

1.2.1. Colagénio

A regeneracao periodontal foi uma das primeiras areas a alcancar a
aplicacéo terapéutica das tecnologias de medicina regenerativa (18). Uma
abordagem promissora tem sido aquela de utilizar polimeros naturais, que por si
s6 sao capazes de favorecer o crescimento celular (21). Destes polimeros, o
colagénio € o mais comumente usado, pois € o maior componente estrutural da
ECM dos tecidos vivos (21,24).



Como referido anteriormente, a ECM fornece suporte fisico aos tecidos ao
ocupar os espacos intercelulares, funcionando ndo s6é como um scaffold natural
por suportar o crescimento celular, mas também como uma componente bioativa
que modula o comportamento celular e funcdo tecidular (9-12,24). Esta
versatilidade inspirou varios investigadores a desenvolver biomateriais com
estrutura e bioactividade semelhantes ao colagénio, especialmente ao colagénio
tipo | (24).

O termo “colagénio” deriva do termo grego para “cola” (kolla) e foi
inicialmente utilizado para descrever o constituinte do tecido conjuntivo que
produzia gelatina apos ebuli¢cao (25).

O colagénio € uma proteina estrutural abundante em todos os animais
que desempenha um papel dominante em manter a integridade estrutural e
biolégica da ECM e é altamente dindmico, passando por remodelagdo constante
a fim de desempenhar funcgdes fisioldégicas adequadas (24,26,27). Por isso, o
objetivo ideal da regeneracdo de tecidos € recuperar tanto a integridade
estrutural como o préprio processo dindmico inato de remodelagdo da ECM
natural, restabelecendo especialmente a rede de fibras de colagénio sob a qual
ocorre o processo de regeneragao fisiologica (24).

Até a data, 28 tipos de colagénio foram identificados, sendo os tipos |, I,
IIl e V os tipos principais que constituem o colagénio do osso, cartilagem, tendao,
pele e musculo, sendo o tipo | 0 mais comum (21,24,26,27).

O colagénio de origem animal, especialmente o tipo |, € reconhecido como
um dos biomateriais disponiveis mais uteis e nos dias de hoje € utilizado como
scaffold, promovendo a migragao celular, cicatrizagao de lesdes tecidulares e a
sua completa regeneracao, mas também pode ser usado na cirurgia cosmética
e no transporte e libertacdo controlada de farmacos (24,27). O colagénio pode
estar associado a outros polimeros, tais como o quitosano ou a elastina, o que
influencia as propriedades quimicas e mecéanicas (21). O colagénio também
pode ser facilmente modificado através de reticulagdo (cross-links) ou da
inclusdo de moléculas bioldgicas, criando uma grande variedade de materiais,
com propriedades mecanicas e bioldgicas adaptadas a sua utilizagao especifica
(27,28).

Os principais problemas do colagénio incluem o prego de fabrico (devido

aos procedimentos morosos e complexos de isolamento e purificagdo), selegéo
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cuidadosa das condi¢coes de processamento para evitar a desnaturagcao e o

intumescimento in vivo, devido a hidrofilicidade do colagénio (27).

1.2.1.1. Estrutura

Apesar de todos os tipos de colagénio diferirem em certos aspetos
estruturais e distribuicado tecidular, todos sao proteinas triméricas compostas por
3 polipéptidos, designados de cadeias a (21,25,29). Cada cadeia esta enrolada
numa hélice left-handed, que por sua vez, através de pontes de hidrogénio,
formam a hélice tripla right-handed (21,29,29).

A sequéncia repetente do colagénio € a Gly-X-Y, em que Gly corresponte
ao aminoacido glicina e o X e Y correspondem a qualquer outro aminoacido, mas
na maioria das vezes correspondem a prolina e hidroxiprolina (figura 2)
(21,25,29).

N2 . H1 N1 [ ¥ M3

- Gly Pro.__ Hyp

' Pro Hye "Gl

"“ - h Hyp Hyp Gly _Pro

ﬁ 8 Gy~ Pro Hyp
(]

Figura 2 — Hélice tripla do colagénio, Shoulders MD, Raines RT, 2009.
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A hélice tripla tem 300 nm de comprimento e 1.5 nm de didmetro, com
cada cadeia a possuindo 1050 aminoacidos. As hélices triplas associam-se em
polimeros mais organizados, chamados de fibrilas, que por sua vez agregam-se
em feixes maiores, desginados de fibras de colagénio (29).

O colagénio é insoluvel e possui uma elevada resisténcia a tragao, o que
Ihe confere a caracteristica de funcionar como um suporte mecanico para as
diversas fungbes fisiologicas (27,30). A desnaturacdo do colagénio € um
processo irreversivel e pode ser obtido apds tratamento térmico: uma vez
atingida a temperatura de desnaturacéo (37° para o colagénio de origem bovina),

o colagénio é convertido em gelatina (27).

1.2.2. Membranas na Medicina Dentaria

Varias membranas foram desenvolvidas para desempenhar diversas
fungdes na area da cirurgia oral e periodontal e podem ser classificadas como
reabsorviveis e ndo-reabsorviveis (31,32).

As membranas n&o-reabsorviveis e especialmente as de
politetrafluoretileno expandido (e-PTFE) tém sido extensamente estudadas e sao
consideradas gold-standard em procedimentos regenerativos, pelas quais as
outras membranas s&o comparadas (32,33). Sdo biocompativeis e mantém a
sua integridade estrutural durante o tempo em funcdo (31,32). Possuem
propriedades mantenedoras de espaco e de barreira superiores as das
membranas reabsorviveis, pois estas por vezes tendem a colapsar, dependendo
do tamanho dos defeitos (32,34). Outras membranas ndo-reabsorviveis incluem
as de e-PTFE reforgadas com titanio, PTFE denso (d-PTFE) ou malhas de
titdnio, usadas maioritariamente na cirurgia oral e maxilofacial (32). Uma
segunda intervengao cirurgica € necessaria para a remogao destas membranas,
sendo esta a maior limitacdo das mesmas, 0 que representa um risco para os
tecidos recém regenerados, pois a realizagdo de um novo retalho para a sua
remocao pode induzir a reabsorcido 6ssea e a diminuicdo do recobrimento pelo
novo tecido, interrompendo o processo de cicatrizagdo (31,32,35). Por fim, a
exposicao da membrana é a complicacdo mais frequente, devido a regeneragao
dos tecidos moles e a nao integragédo da membrana nos mesmos, aumentado o
risco de infecao secundaria (32,36,37). De acordo com uma revisao sistematica

por Chiapasco e Zaniboni (38), que estudaram os oufcomes cirurgicos em
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tratamentos de deiscéncias e fenestragdes peri-implantares, praticamente 20%
de todas as membranas de e-PTFE resultaram em exposicdo e consequente
infecdo.

Devido &s limitacbes das membranas n&o-reabsorviveis, foram
desenvolvidas as membranas reabsorviveis, que como o proprio nome indica,
oferecem a vantagem de serem reabsorvidas pelo organismo, evitando a
necessidade de uma segunda intervengao cirurgica para a sua remogao (31,32).
Por esta razdo, as membranas reabsorviveis apelam tanto ao profissional como
ao paciente, na medida em que reduzem o risco de morbilidade e de dano aos
tecidos (31).

No entanto, podera existir uma variabilidade e falta de controlo na taxa de
reabsorgédo, 0 que pode alterar significativamente a quantidade de formacao
ossea (31,32). Outros problemas podem incluir a exposicdo da membrana ao
meio oral, que normalmente occore devido a uma deiscéncia ou necrose pos-
operatodria causada por um retalho gengival fino a recobrir a membrana, e o
aumento da colonizagdo bacteriana no local a regenerar, que esta associado a
uma diminuigéo significativa no preenchimento ésseo da lesédo (36). Torna-se
portanto crucial a realizagao de consultas de follow-up e manutengao da area
exposta, pois o controlo e redugcdo da placa € um aspeto determinante do
sucesso da terapia regenerativa (36).

As membranas reabsorviveis tipicamente derivam de polimeros naturais,
como o colagénio, ou sintéticos, como o acido poliglicolico (22,31). Na
atualidade, as membranas de colagénio sdo maioritariamente obtidas dos
seguintes tipos diferentes de tecido: tendéo, derme, pele ou pericardio de bovino,
suino ou humano (22,28,39). Usualmente, os tecidos sdo processados para
remogao de toda a componente celular e seus detritos que causem qualquer
inducéo de resposta imunoldgica apds a implantagdo, ao mesmo tempo que se
tenta manter a ultraestrutura 3D e a composigdo da ECM (22). Assim sendo,
para assegurar a seguranga para uso biomédico, as proteinas de origem animal
devem ser purificadas, justificando os métodos complexos e caros de purificagéo
(30). Tais membranas também foram extensivamente estudadas,
maioritariamente em animais, mas também em humanos na cirurgia maxilofacial,

regeneracao periodontal e neuro-cirurgia (32).
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As membranas de colagénio tém sido utilizadas em procedimentos de
GBR (regeneracao 6ssea guiada) e GTR (regeneracgao tedicular guiada) devido
a sua biocompatibilidade, capacidade de promover a cicatrizacdo e a auséncia
de reacgdes adversas aos tecidos circundantes, demonstrado resultados
semelhantes aos das membranas ndo-reabsorviveis (27,34,40). O termo GBR
refere-se apenas a estimulacédo de formacgao éssea, enquanto que GTR refere-
se a regeneracao do periodonto (cemento, ligamento periodontal e osso alveolar)
(36).

1.2.21. GBR

Um grande numero de membranas foi introduzido para verificagao
experimental e clinica, demonstrando ampla evidéncia que a sua aplicacdo em
procedimentos regenerativos, nomeadamente a GBR, promove a formagao
0ssea no defeito subjacente, tornando-se portanto uma componente essencial
no tratamento (41).

ApOs extracdes dentarias, a resposta normal do rebordo alveolar € a sua
reabsorcdo, tanto na dimensao vertical como horizontal, também com uma
diminuicdo consideravel na espessura, logo, a preservagdo alveolar poés-
extracdo é essencial para a manutencao das dimensdes ideais para colocacao
de implante, no que se refere ao volume e contorno 6sseo (28,31,36). Apesar de
existirem diversos meétodos para a reconstrugcao ossea, todos eles tém as suas
indicagdes especificas e limitagdes (32). Tais métodos incluem a distraction
osteogenesis, que descreve a indugéo cirurgica de uma fratura e a separagao
gradual das duas extremidades para promover a regeneragao 0ssea espontanea
entre os dois fragmentos; a osteoinducao, que implica a utilizacao de fatores de
crescimento e/ou células osteoprogenitoras que vao encorajar o organismo a
formar novo 0sso; a osteoconducgao, em que sao utilizados enxertos 6sseos que
atuam como scaffold para a formagao 6ssea e a GBR, em que ¢é utilizada uma
membrana para criar um espaco bioldgico a ser preenchido com novo osso (31).

A maioria das abordagens osteoindutoras ainda tém uma aplicacdo clinica
limitada e a distraction osteogenesis ainda esta na fase de desenvolvimento e
por vezes deixa tecido cicatricial indesejado (31). Assim, a GBR e 0 uso de
enxertos 0Osseos (osteocondugdo) ou uma combinagdo de ambos os

procedimentos, respresentam os métodos mais usados na pratica clinica, em
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que a GBR é relatada como o método mais eficaz e previsivel em situagdes de
regeneragao ossea peri-implantar (31). Quando o uso de enxertos 6sseos € de
facto associado a uma membrana de colagénio, o resultado da técnica GBR é
geralmente favoravel e até comparavel aos resultados obtidos com membranas
nao-reabsorviveis, nomeadamente as de e-PTFE (28,40).

O principio basico da GBR involve portanto, a colocagcdo de membranas
fisicas (reabsorviveis ou nao-reabsorviveis) para proteger o coagulo sanguineo,
impedindo a invaséo de células do tecido mole circundante que crescem mais
rapido que o tecido Osseo, apenas permitindo a migragcdo de células
angiogénicas e osteogénicas para o defeito ésseo a regenerar (figura 3)
(28,31,36).

As caracteristicas das membranas utilizadas em procedimentos de GBR
necessitam de obedecer a critérios especificos, nomeadamente a
biocompatibilidade, pois a interagdo entre o material e os tecidos ndo devera
afetar o resultado final da regeneracdo ou a saude geral do paciente; a
manutengdo do espaco bioldgico, pois a membrana devera possuir resisténcia
suficiente para manter um espago adequado para a regeneragdo Ossea, ao
mesmo tempo de ser maleavel para se poder conformar ao defeito a regenerar;
impedir a migracdo celular, nomeadamente dos tecidos moles; integragao
tecidular, pois este é o aspeto chave em todos as técnicas regenerativas, em
que é essencial que exista integragao biolégica entre a membrana e o tecido
hospedeiro; e manuseamento clinico, pois uma membrana que € muito rigida
podera nao ser conformada facilmente e os rebordos rigidos poderao perfurar o
tecido gengival e posteriormente ocorrer exposicdo da membrana ao meio oral
(31,39).

Quando séo utilizadas membranas reabsorviveis de acido poliglicélico ou
acido polilactico, o processo de degradagdo ocorre maioritariamente por
hidrolise, o que cria um meio acido, que pode ter efeitos negativos na formagao
Ossea (28). Apenas as membranas de colagénio s&o reabsorvidas por processos
catabodlicos semelhantes aos processos involvidos no turnover dos tecidos vivos
(28). Apos a degradacdo da membrana pelos macréfagos e neutrofilos, o
colagénio é reabsorvido através de processos enzimaticos, ocorrendo a sua

integracao no tecido conjuntivo do retalho gengival (39).
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Figura 3 — Principio da GBR. A - Defeito periodontal; B - Substituto 6sseo
colocado no defeito; C - Membrana barreira; D - Membrana colocada e
estabilizada sobre o defeito preenchido; E — Regeneracgao 6ssea, Sheikh Z et al.
2017

1.2.2.2. GTR

A periodontite € uma doenca inflamatoéria cronica que pode levar a
destruicao dos tecidos periodontais, caracterizado pela perda de insergao clinica
(attachment) e formacao de defeitos 6sseos, tais como defeitos infradsseos e de
furca, e consequentemente, perda dentaria (33,37,42,43). Portanto, a
possibilidade de regeneragéo do tecido periodontal perdido tem sido uma area
de bastante interesse nos ultimos anos (37). Tradicionalmente, a cirurgia
periodontal é realizada com o objetivo de obter acesso as superficies patologicas
e remogao dos fatores etiologicos, resultando num aumento do attachment e
diminuicdo da profundidade de sondagem (34,36,40). Tais tratamentos incluem
diversas abordagens cirurgicas, incluindo gengivectomia, o open flap
debridement, retalho de Widman modificado e cirurgia 6ssea (34,36,40,43). No
entanto, este aumento de attachment é devido a formagdo de um epitélio
juncional longo, com pouca ou nenhuma formacéo de tecido 6sseo (40,44). Em
contraste, a terapia regenerativa permite a reconstrucdo dos tecidos
periodontais, através da utilizagdo de membranas barreira, enxertos 0sseos,
diversos materiais osteocondutores e osteoindutores, fatores de crescimento e
tecnologia celular e genética (34,42,43). Dentro destas técnicas, a GTR, por si
sO ou em combinagao com outras técnicas, tem demonstrado bastante sucesso
na regeneracao dos tecidos periodontais, pois foi verificado que ao excluir as
células do tecido mole da loca cirurgica, € possivel ocorrer regeneragao
significativa, pois o ligamento periodontal possui células mesenquimatosas
indiferenciadas com a capacidade de induzir a regeneragdo do periodonto
(34,37,42). Assim, e semelhante ao mecanismo da GBR, o principio basico da
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GTR involve a exclusdo das células epiteliais da superficie do dente, por meio
de uma barreira, permitindo a regeneragao do cemento, ligamento periodontal e
osso (33,35,36). Como ambas as técnicas partilham mecanismos semelhantes,
os critérios das membranas anteriormente referidos para a GBR também sao
partilhados pelas membranas na GTR (42).

Identicamente aos procedimentos de GBR, a utilizagdo de membranas de
colagénio na GTR demonstrou resultados semelhantes as membranas nao-
reabsorviveis, em relagdo a diminui¢ao da profundidade de sondagem, aumento
de attachment e percentagem de preenchimento 6sseo e menos complicagdes
pos-operatorias (40). Deste modo, as membranas de colagénio tém sido
utilizadas para a regeneracao de defeitos infra-6sseos e lesdes de furca a mais
de 25 anos e a literatura aponta para resultados clinicos mais favoraveis
comparativamente as técnicas tradicionais, em que se verificou uma maior
redugcdo nas sondagens periodontais, maior ganho de attachment e deposi¢ao
Ossea (33,35,36).

Com o desenvolvimento de novos materiais, a GTR utilizando
membranas de colagénio comecgou também a substituir as técnicas tradicionais
de tratamento de recessbes gengivais, nomeadamente o uso de enxertos
autdlogos, o que evita a morbilidade associada as multiplas locas cirurgicas
criadas (40,42,44). Apesar de ambas as técnicas resultarem numa diminui¢cao
da profundidade da recessdo e um aumento do aftachment para recessoes
classe | e |l de Miller, os exertos conjuntivos subepiteliais sdo superiores, devido

a maior percentagem de recobrimento radicular e tecido queratinizado (45).
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1.3. Objetivos

A presente monografia tem como objetivo caracterizar qualitativamente e
quantitativamente duas membranas de colagénio purificadas de origem bovina
para aplicagdo na medicina regenerativa, no que diz respeito as suas
propriedades mecanicas, fisico-quimicas e morfolégicas apds degradacao in

vitro no fluido corporal simulado durante 8 semanas.

Hipoteses do estudo:

Hipotese nula: Nao existem diferencas entre as membranas ndo-degradadas e

degradadas dos dois tipos diferentes de material.

Hipotese 1: As membranas degradadas sofreram alteragbes estruturais

significativas quando comparadas com as membrana ndo degradadas.

Hipotese 2: As membranas nao degradadas sofreram alteragdes estruturais

significativas quando comparadas com as membrana degradadas.
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2. Materiais e métodos

Materiais:

Neste estudo experimental foram utilizadas 4 membranas de colagénio
pré-hidratadas derivadas de pericardio de bovino (Symbios Pre-hydrated
Collagen Membrane 15 x 20 mm Dentsply, Ref. 32905274 — Lot. PRCMA17N2)
— Grupo |, e 4 membranas de colagénio n&o hidratadas derivadas de tendao de
bovino (Symbios Collagen Membrane SR 15 x 20 mm, Dentsply, Ref. 32905270
— Lot. 01C1520570) — Grupo II.

Esta proposta de estudo, sob a referéncia n° I-BI-17-030, foi revista e
aprovada pelo Comité de Revisédo Global 1IS da Dentsply Sirona Implants, com

o financiamento dos materiais acima referidos.
Métodos:

2.1. Preparagao das amostras

Duas membranas de colagénio de cada grupo (pré-imersdo) foram
cortadas e separadas em 8 amostras de 15 x 5mm. Seis foram utilizadas para
se realizar a média da analise dinamico-mecanica e as restantes 2 amostras
foram utilizadas para se realizar a microscopia eletrénica de varrimento e a
espetroscopia no infravermelho por transformada de Fourier. Apds a realizacao
dos testes supracitados, as amostras foram descartadas e 2 novas membranas
foram utilizadas para imersao no fluido corporal simulado. Apés um periodo de
imersao de 8 semanas, as membranas foram removidas do fluido, cortadas em

8 fragmentos e os testes foram repetidos.

2.2. Caracterizacao das membranas

2.2.1. Microscopia eletrénica de varrimento (SEM)

A morfologia da superficie das membranas foi observada através de
microscopia eletrénica de varrimento (ThermoFisher Scientific, SEM, FEI Quanta
400FEG, USA). As amostras foram fixadas com fita de carbono a um suporte de
amostras. De seguida, foram revestidas com ouro-paladio em spray (Bal- Tec:
SCD 050, USA).
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2.2.2. Espetroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FT-IR)

Relativamente a caracterizagdo fisico-quimica, o espetro de cada
membrana foi analisado através do FT-/IR. O FT-IR é uma técnica analitica que
permite detetar a vibragao caracteristica de grupos funcionais moleculares numa
amostra (que no caso do colagénio sdo os grupos amida |, amida Il e amida IlI),
sendo possivel obter espetros de amostras diversas para serem analisadas em
relacéo as alteragdes nas ligagdes quimicas (46).

As amostras foram secas por desidratacdo em solugbes com
concentracdes crescentes de etanol. Cada amostra foi esmagada num almofariz
e adicionada a 200mg de brometo de potassio (Kbr) para posteriormente serem
comprimidas até finos discos. Cada disco foi observado a uma resolugao de 1cm-
T a uma frequéncia de 400-4000nm com recurso a um espetrofotometro FT-IR
(Perkin Elmer, USA) e os picos de transmissdo foram registados. Em cada

espetro obtido, efetuou-se um registo de 100 scans.

2.2.3. Analise dindmico-mecanica (DMA)

A analise dinamico-mecanica realizou-se com o intuito de caracterizar o
comportamento mecéanico das membranas de colagénio sob tensdo. Através de
ensaios prévios verificou-se que as membranas alteravam permanentemente as
suas propriedades viscoelasticas a partir dos 15 Hz. Logo, as amostras foram
sujeitas a ciclos de tensao com frequéncias progressivas na ordem dos 0,1 a
15Hz a temperatura ambiente durante 10 minutos utilizando o equipamento
Tritec2000 (Triton Technology, UK). Para obtengdo dos valores médios foram
analisadas 6 amostras, tomando como medida 0 médulo de armazenamento (E’),
que expressa a resisténcia mecanica, e o tan 9, que representa o comportamento

viscoelastico do material.

2.3. Degradacao in vitro

O efeito da exposi¢do das membranas ao fluido corporal simulado (SBF),
foi preparado de acordo com Kokubo e colaboradores (47), durante 8 semanas,
renovando a solugdo semanalmente. Este protocolo de preparacdo do SBF
difere do original (48) na medida em que no original estdo em falta os ides SO4?*
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que estdo presentes no plasma humano (0.5mM) (tabela 1). As membranas
foram analisadas antes e apés 8 semanas da imerséo no SBF.

O SBF foi originalmente desenvolvido para prever a bioatividade 6ssea de
um material, ao examinar a capacidade da formacao de apatite na sua superficie
em ensaios in vitro. No entanto, também ¢é utilizado para mimetizar a
biodegradacao in vivo, sendo essa a vertente que a presente monografia e outros

estudos se basearam (49-51).

Tabela 1 — Concentragéo ionica do SBF em comparagao com o plasma
humano, Kokubo T, Takadama H. 2006.

lon lon concentrations (mm)

Blood plasma SBF
MNa™ 142.0 142.0
K™ 5.0 5.0
Mg~ 1.5 1.5
Ca™" 2.5 2.5
Cl™ 103.0 147.8
HCO5 27.0 4.2
HPO;~ 1.0 1.0
SO;~ 0.5 0.5
pH 7.2-74 7.40

Nota: A parte experimental foi realizada nas instalagbées do i3S do Porto

2.4. Andlise estatistica

Os resultados dos testes do DMA foram analisados segundo o teste
Wilcoxon e as diferengas entre as membranas degradadas e nado-degradadas
foram classificadas como estatisticamente significativas se p<0,05. Foi também
realizada uma correlagao de Spearman entre o aumento da frequéncia de tensao
e os valores de E’ e tan & de cada membrana em cada um dos 2 grupos.

Os resultados do SEM e FT-IR foram analisados qualitativamente.
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3. Resultados

3.1. Morfologia das membranas analisadas pelo
SEM

Na figura 4 estdo presentes as imagens obtidas através da microscopia
eletrénica de varrimento da membrana do grupo | antes (imagens A, Be C) e
depois da degradagao no SBF (imagens D, E e F). Nas imagens A, Be C é
possivel observar uma estrutura tridimencional organizada, de fibras de
colagénio com uma orientagcdo demarcada, apresentando uma morfologia
heteroporosa. Nas imagens D, E e F, em comparagdo com os materiais ndo-
degradados, ja se observa alguma degradagao e desorganizacado das fibras,

porém ha preservacao da estrutura tridimencional.

cEM

Figura 4 — Imagens obtidas através da Microscopia Eletronica de Varrimento das

membranas do grupo I. A, B e C: membrana ndo degradada ampliada 200x, 500x
e 1000x respetivamente; D; E e F: membrana degradada ampliada 200x, 500x e

1000x respetivamente.
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Na figura 5 estdo presentes as imagens da membrana de colagénio do
grupo I, novamente antes (imagens G, H e |) e apdés da imersao no SBF
(imagens J,K e L). Nas imagens G, H e | é possivel observar uma estutura de
fibras tridimencional mais densa quando comparada com a membrana do grupo
I, apresentando também uma morfologia heteroporosa. Nas imagens J, K e L
observa-se que o efeito da degradacao no SBF foi menos evidente e a estrutura

tridimencional e a densidade das fibras permaneceu inalterada.

Figura 5 — Imagens obtidas através da Microscopia Eletronica de Varrimento das

membranas do grupo Il. G, H e I: membrana nao degradada ampliada 200x, 500x
e 2000x respetivamente; D; E e F: membrana degradada ampliada 200x, 500x e

2000x respetivamente.
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3.2. Analise das ligagoées quimicas dos materiais
pelo FT-IR

A percentagem de transmisséo (eixo dos Y) da radiacdo infra-vermelha
que passa através das amostras € examinada em todas as frequéncias (eixo dos
X) de uma vez s0, e os picos presentes em comprimentos de onda especificos
sdo registados.

A figura 6 representa os espetros das membranas do grupo |. Para a
membrana ndo degradada, o pico 1628.59 cm™' representa a amida |, o pico
1539.01 cm™" representa a amida Il e o pico 1235.60 cm™' representa a amida Il.
Para a membrana degradada, o pico 1629.40 cm™' representa a amida |, o pico

1541.95 cm™' representa a amida Il e o pico 1235.29 cm-! representa a amida IlI.
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Figura 6 — Espetro relativo as membranas do grupo |I.
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A figura 7 representa os espetros das membranas do grupo Il. Para a
membrana ndo degradada, o pico 1630.88 cm™' representa a amida |, o pico
1545.59 cm™" representa a amida Il e o pico 1236.42 cm™' representa a amida Il1.
Para a membrama degradada, o pico 1633.83 cm™' representa a amida |, o pico

1544.0 cm™' representa a amida Il e o pico 1235.83 cm™! representa a amida II1.
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Figura 7 — Espetro relativo as membranas do grupo II.

Pela avaliacdo de ambos os graficos, observa-se que os espetros das
membranas do grupo | e grupo ll, tanto degradadas como néo degradadas s&o
semelhantes, mostrando que n&o ha diferencas significativas nas ligagoes
quimicas dos materiais antes e apds o ensaio em SBF. Em adigdo, nota-se
alguma tendéncia para o aumento da percentagem de transmissdo para as

membranas degradadas em ambos 0s grupos.
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3.3. Analise das propriedades mecanicas dos

materiais através do DMA

As figuras 8A e 8B representam a variagcdo do modulo de armazenamento
(E") em funcado da frequéncia aplicada (0.1 a 15 Hz) das membranas do grupo |
e do grupo I, respetivamente. Segundo os graficos mostrados, é possivel
observar que em ambos 0s grupos, as amostras das membranas degradadas
apresentam menor E° do que as amostras ndo degradadas, em todas as
frequéncias, ndo apresentando diferenca estatisticamente significativa (p>0.05)

(apéndice 1 e 2).
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Figura 8 — Modulo de armazenamento (E') em funcao da frequéncia (Hz) das

membranas do grupo | (8A) e do grupo Il (8B).

As figuras 9 representam o tan & (a razdo entre a quantidade de energia
dissipada — E” e a energia armazenada — E’) em fungdo da frequéncia
previamente referida, das membranas do grupo | (fig. 9A) e do grupo Il (fig. 9B).
E possivel concluir que o tan & aumenta nas amostras degradadas de ambos os
grupos, nao apresentando diferenga estatisticamente significativa (p>0.05)
(apéndice 3 e 4).
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e do grupo Il (9B).

Ao observar as figuras 8 e 9, também é possivel notar uma tendéncia para
0 aumento dos valores do E’ e tan & com o aumento da frequéncia, para as

membranas de ambos 0s grupos.
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4. Discussao

O SEM é comumente utilizado para analisar a morfologia da superficie de
diversos materiais, também como quantificar a porosidade dos mesmos, no caso
de materiais porosos (30,53,54). Em 2012, Santos e colaboradores (30)
utilizaram as imagens do SEM para caracterizar colagénio altamente purificado
de pericardio de bovino. Semelhantemente, a analise microscopica realizada na
presente monografia evidenciou a presenga de uma estrutura tridimencional
altamente organizada e heteroporosa, em ambas as membranas, com maior
densidade de fibras de colagénio proveniente de tecido de tendao bovino.
Resultados similares também foram observados por Techatanawat e
colaboradores (55).

Ao analisar as imagens da membrana pré-hidratada, € possivel observar
que a degradacao afetou a sua estrutura (mais evidente nas imagens ampliadas
a 200x — A e D), resultando numa membrana com fibras de colagénio menos
organizadas, podendo ou nao ter resultado numa alteragdo do tamanho dos
poros, que consequentemente podera afetar as propriedades mecanicas da
membrana (32). Como esta membrana tem um tempo de reabsor¢do de 16
semanas, é espectavel que apdés uma degradacdo de 8 semanas ocorresse
alguma alteracao estrutural, mantendo na mesma a estrutura tridimencional de
fibras. Em relagdo as imagens da membrana SR, ndo se observa qualquer
diferenga na estrutura das fibras de colagénio, pois segundo o fabricante, a
reabsorcao ocorre entre 26 a 38 semanas, sendo espectavel que nao ocorresse
nenhuma alteragdo estrutural significativa, justificando os resultados da
microscopia.

Como referido anteriormente, o FT-IR é uma técnica analitica que deteta
as vibragdes caracteristicas de grupos funcionais numa dada amostra, que neste
caso (colagénio), sao os grupos amida (30,46). Estes grupos funcionais, nos
organismos Vivos, ligam a sequéncia de aminoacidos para formar a cadeia a da
molécula de colagénio tipo | (30). Os grupos amida | e amida Il sdo os principais
grupos funcionais deste espetro, em que a amida | (que se situa entre os
comprimentos de onda ~1700 a ~1600 cm™') esta associada & vibragédo C/O e a

amida Il (que se situa entre os comprimentos de onda ~1580 a ~1480 cm-') esta
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associada a vibragdo C/N e N/H. (30,46). A amida Ill € um pico mais fraco no
espetro, mas situa-se normalmente na regido ~1350 e ~1250 cm-' (30,46).
Quando o feixe de infra-vermelho passa através da amostra com a frequéncia
correspondente a frequéncia das vibragbes dos grupos funcionais, uma
percentagem da radiagdo € absorvida, sendo registada a percentagem de
transmissao que atinge o recetor do equipamento. Conclui-se portanto que as
amostras mais complexas e com maior numero de grupos funcionais apresentam
um espetro também mais complexo e com menor percentagem de transmissao
(30).

Ao analisar os resultados obtidos é possivel concluir que em ambos os
grupos, os espetros das amostras ndo degradadas € bastante semelhante aos
espetros das amostras degradadas, traduzindo-se numa estrutura molecular
equivalente. Ambos os graficos obtidos com os diferentes materiais degradados
ou nao sao também semelhantes aos graficos mostrados nos estudos de Santos
e colaboradores (30). No entanto, nos resultados mostrados nas figuras 6 e 7,
observa-se algum aumento na percentagem de transmissao nos 3 picos para as
amostras degradadas, pois a degradagéo afetou de certa forma o numero de
ligagcdes quimicas dos grupos funcionais.

Em relacao a resisténcia mecanica, foram realizados ensaios ciclicos de
tensdo nas membranas de colagénio sob for¢a dindmico-mecanica de modo a
mimetizar as condigdes fisioldgicas in vivo. A analise dindmico-mecanica é uma
técnica adequada para a caracterizagdo mecanica de diversos biomateriais, pois
ao alterar as condicdes de teste é possivel mimetizar o ambiente fisioldgico (56).
Caridade e colaboradores (56) também utilizaram esta técnica para caracterizar
mecanicamente dois tipos de materiais para medicina regenerativa.

O moddulo de armazenamento (E’) e o tan & foram avaliados numa
frequéncia de 0.1 a 15 Hz. O mddulo de armazenamento (ou modulo de
elasticidade) (E’) representa a elasticidade do material e indica a capacidade de
armazenar energia durante o processo de deformacéo (tensdo), traduzindo-se
na sua resisténcia mecanica (57). O tan d, sendo o coeficiente entre o E” (mddulo
de perda), e o E’ (médulo de armazenamento), descreve o comportamento
viscoelastico do material, ou seja, o seu comportamento viscoelastico antes de

ocorrer deformacao plastica permanente, sendo um indicador da capacidade do
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material perder energia através de rearranjos moleculares e fricgdo interna
(57,58).

Relativamente aos resultados do médulo de armazenamento e dos de tan
® em ambos 0s grupos, ndo existe diferencga estatisticamente significativa entre
os materiais ndo degradados e os materiais degradados. E portanto possivel
concluir que, as alteragdes de estrutura observadas no SEM e as diferengas nas
ligagdes quimicas dos grupos funcionais nos espetros do FT-IR nao alteraram a
componente elastica e viscoelastica das membranas, verificando-se a
manutengao da resisténcia mecanica apos degradagao, confirmando a hipétese
nula. Apesar disto, a fungdo de manutengao do espago bioldgico in vivo (efeito
“tenda”), podera estar afetado de certa forma, sendo este um fator importante,
pois como visto anteriormente, € um dos principios fundamentais das
membranas barreira. Se a membrana de colagénio for utilizada na GBR sem
particulas ou enxertos 6sseos subjacente, normalmente resulta na compressao
da membrana para o defeito 6sseo pelos tecidos moles (36). Para evitar este
colapso, € aconselhavel a utilizagdo do biomaterial 6sseo em conjunto com a
membrana de colagénio em procedimentos de GBR, obtendo resultados
semelhantes as membranas de e-PTFE (28,40).

Contrariamente as membranas de colagénio de tendao de bovino, as de
pericardio apresentam pouca evidéncia relativamente a procedimentos de
regeneracao 6ssea na medicina dentaria, logo qualquer estudo que avalie as
propriedades de tais membranas, no sentido de conhecer o seu potencial
regenerativo, tem grande interesse cientifico (59).

A membrana de colagénio de pericardio de bovino utilizada no estudo esta
a ser comercializada recentemente para a aplicagdo em Medicina Dentéria e
possui como caracteristica diferencial entre os produtos ja comercializados, o
facto de ser pré-hidratada, o que Ihe confere uma maior facilidade de utilizagao,
uma vez que possui a caracteristica de ser melhor conformavel ao defeito a
regenerar. O estudo por Santos e colaboradores (30), concluiu que o colagénio
purificado de pericardio de bovino apresenta caracteristicas semelhantes a uma
membrana de colagénio de tecido de tendao bovino ja estudada e aplicada
clincamente, sendo considerado um biomaterial promissor em aplicagdes
regenerativas na area da Medicina Dentéaria (GBR e GTR) (59-61). Apesar de ja

existirem alguns estudos, in vitro e in vivo que avaliam a eficacia destas
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membranas de colagénio xenogénico, sdo necessarios mais estudos clinicos
para se estabelecer o potencial regenerativo destes novos materiais (59).

Apesar das membranas de colagénio bovino apresentarem um perfil
regenerativo eficaz, a principal desvantagem continua a ser a rapida reabsorgao
pelo organismo, resultando numa perda precoce da fungdo de barreira, sendo
este o fator crucial nos procedimentos de GBR e GTR (59). Uma sugestao para
futuros estudos in vitro podera ser a observagao das alteragbes morfolégicas,
fisico-quimicas e mecanicas apos um periodo de degradagédo superior a 8
semanas, preferencialmente préximo do tempo de reabsorcdo afirmado pelo
fabricante.

Deve-se salientar que a pequena dimensdo das amostras e também a
forte correlacao entre a frequéncia e os valores do E’ e de tan & das membranas
nao degradadas e degradadas poderiam ter influenciado nos resultados obtidos
neste trabalho (apéndice 5). De forma a averiguar esta situacao seria necessario
obter um maior numero de amostras para a realizagao da analise do DMA. Em
adicéo, os resultados e conclusdes desta monografia estao limitados a natureza
do proprio estudo (in vitro), que apesar de ultrapassar os obstaculos éticos de
um estudo in vivo, ndo estao sujeitos as variagdes inerentes ao modelo animal e
aos componentes na indugdo da degradagao, como por exemplo a atividade
enzimatica, presente apenas no organismo vivo. Em consequéncia, as
membranas estudadas e avaliadas in vitro poderdao nao ter as mesmas
propriedades e reprodutibilidade numa situacgao in vivo.

Outra sugestao para trabalhos futuros sera o estudo da porosidade das
membranas, pois € uma caracteristica muito importante para prevenir a
penetracao excessiva de tecido fibroso para o defeito 6sseo e ao mesmo tempo
permitir a neovascularizacao e a formacao 6ssea (31,32). Um material com um
tamanho de poros muito aumentado esta sujeito a mais contaminacdes
bacterianas, e a remogéao cirurgica destas membranas contaminadas torna-se
complicada devido a abundancia de crescimento de tecido mole (31). No entanto,
se o material possuir tamanho de poros muito pequeno, a migragao celular é
limitada, o que leva a uma maior deposi¢ao de colagénio, formacao de tecido
avascular, e um impedimento da infiltragdo e crescimento vascular (31). O
tamanho dos poros também vai afetar a capacidade de suporte tecidular do

material (31). Um tamanho de poros mais elevado vai inevitavelmente resultar
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numa menor area de superfice do biomaterial, o que pode limitar os passos
principais iniciais de adesao celular na membrana e diminuir a formagao vascular
(31).
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5. Conclusao

Os resultados dos testes realizados permitem concluir que apds a
degradagao por 8 semanas, as membranas n&o apresentam diferencas
significativas quando comparadas antes da imersao no SBF, preservando as
suas propriedades morfologicas, fisico-quimicas e mecéanicas, confirmando a
hipotese nula.

Tais resultados sugerem a manutengao clinica da fungao barreira dos 2
tipos de membranas em procedimentos regenerativos, durante o periodo de

tempo estudado.
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por frequéncia antes e apds degradacgéo.

Apéndice 1

Caracterizacao do médulo de elasticidade da membrana pré-hidratada

Estatisticas

Teste Wilcoxon

. Estatis Valor
Freq Membranas Média Desv~|o tica de
padrao

teste prova

0.100 Membrana pre-h!dratada ndo degradada 1,305E+07 4,031E+06 1604 0,109
Membrana pré-hidratada degradada 1,038E+07 2,073E+06

0.158 Membrana pr(?-h!dratada ndo degradada 1,319E+07 4,060E+06 1,604 0,109
Membrana pré-hidratada degradada 1,061E+07 2,029E+06

0,251 Membrana pr(?-h!dratada ndo degradada 1,333E+07 4,093E+06 1,604 0,109
Membrana pré-hidratada degradada 1,084E+07 2,027E+06
Membrana pré-hidratada ndo degradada 1,347E+07 4,113E+06

0,398 Membrana pré-hidratada degradada 1,109E+07 2,002E+06 -1.604 0,109

0.631 Membrana pr(’a-h!dratada ndo degradada 1,363E+07 4,128E+06 1,604 0,109
Membrana pré-hidratada degradada 1,134E+07 1,998E+06

1,000 Membrana pr(’a-h!dratada ndo degradada 1,380E+07 4,153E+06 1,604 0,109
Membrana pré-hidratada degradada 1,164E+Q07 2,007E+06
Membrana pré-hidratada ndo degradada 1,398E+07 4,176E+06

1,585 Membrana pré-hidratada degradada 1,193E+07 2,019E+06 -1,069 0,285
Membrana pré-hidratada ndo degradada 1,418E+07 4,194E+06

2,512 Membrana pré-hidratada degradada 1,225E+07 2,038E+06 -1,069 0,285
Membrana pré-hidratada ndo degradada 1,439E+07 4,215E+06

3,981 Membrana pré-hidratada degradada 1,256E+07 2,050E+06 -1,069 0,285
Membrana pré-hidratada ndo degradada 1,458E+07 4,221E+06

6,310 Membrana pré-hidratada degradada 1,290E+07 2,093E+06 -1,069 0,285
Membrana pré-hidratada ndo degradada 1,480E+07 4,229E+06

10,000 Membrana pré-hidratada degradada 1,323E+07 2,117E+06 -1,069 0,285
Membrana pré-hidratada ndo degradada 1,431E+07 4,141E+06

15,849 Membrana pré-hidratada degradada 1,330E+07 2,098E+06 0,535 0,593
Membrana pré-hidratada ndo degradada 1,844E+07 6,248E+06

- 0,285

25,119 Membrana pré-hidratada degradada 1,502E+07 2,433E+06 1,069 ’

Neste apéndice esta presente a caracterizacdo do modulo de elasticidade

para todas as frequéncias utilizadas na membrana pré-hidratada nos dois

momentos: ndo degradado e degradado. Verifica-se que os valores médios e de

dispersao diminuem entre os dois momentos para a membrana em todas as

frequéncias. Pela aplicagao do teste ndo paramétrico Wilcoxon (dada a pequena

dimensdo das amostras) para a mostras relacionadas conclui-se que a

diminuicdo do modulo de elasticidade na membrana pré-hidratada entre o

instante ndo degradado e o instante degradado em qualquer frequéncia nao

apresenta significancia estatistica.
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Apéndice 2

Caracterizagao do médulo de elasticidade da membrana SR por

frequéncia antes e apés degradacéo.

Estatisticas

Teste Wilcoxon

Freq Membranas Média E:j;’;g Stea  db

teste  prova

= " "

0100 o rans SR degracada  ansbEe0s  oredpsoq 0447 0658
0158 p1cmbrana SR degracaca o TE0  asadti0n 0447 0655
0251 embrana SR degracaca T20E00  aoodti0n 0447 0655
0398 e brana SR degracaca 32076106 ao1Er0s 0447 0655
0831 embrana SR degracaca 3335406 3050Es08 0447 0655
1000 o rana SR dogradada 33625400 400dEs08 0447 0655
985 \icrmorana SR dogradada S0SEs00  40%aEs0q 0447 0655
2512 \1embrana SR degracaca SAoEA00  4110Es0q 0447 0655
3981 pembrana SR degracaca SaMMEA00  41soEs0q 0447 0655
5310 embrana SR degracaca 3Ea0E.00 4 o30Es00 0447 0655
0000 e SR degradaa 35706408 agsoEsos 047 0855
15849 e orana SR degragaca S atiion 4 ssiiaeq 0447 0655
25119 \lombrana SR degracaca e

Neste apéndice apresenta-se a caracterizacdo do mdodulo de elasticidade

para todas as frequéncias utilizadas na membrana SR nos dois momentos: nao

degradado e degradado. Verifica-se que os valores médios diminuem entre os

dois momentos para a membrana em todas as frequéncias e que as dispersdes

aumentam. Pela aplicagdo do teste ndo paramétrico Wilcoxon (dada a pequena

dimensdo das amostras) para a mostras relacionadas conclui-se que a

diminuicdo do modulo de elasticidade na membrana SR entre o instante nao

degradado e o instante degradado em qualquer frequéncia ndao apresenta

significancia estatistica.
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Apéndice 3

Caracterizacao tan & da membrana pré-hidratada por frequéncia antes e

apo6s degradacgéo.

Estatisticas Teste Wilcoxon

Freq Membranas Media Eaeg;’;g Efitca;ls Vzl:r
teste prova

190 Membrana pré o dogadade 00wt ooz M08 018
0158 orana pré hidratads degracada 01000 0odo1 604 0109
0251 |loirana pré hidrtada degracada 01049 Ooapq 1604 0109
039 \icrbrana préhdraada cegradaca 01132 ogasy 0% 0108
631 \iombrana préhidratada cegradaca 01199 ogagg 0% 0108
00 ana o nicratac cegradads 01271 oodse 9% 0109
L85 o ana pronicratac cegradads 01350 oosos 9% 0109
2512 e rana pré hdrtada degracada 0143 Ooso 604 0109
3951 \lombrana préhidraada cegadaca 01512 oozt 0% 0108
5310 emorana pré hdratada degracada 01609 0o 604 0109
10000 rana préndratacs dogradada 01704 0oss 04 0109
19849 o rana préndratac dogradaca  0aior  0osss 0001 0%
5118 o ré ncratada dogracasa 02435 oosy 005 0898

Neste apéndice apresenta-se a caracterizagao de tan & para todas as
frequéncias utilizadas na membrana pré-hidratada nos dois momentos: nao
degradado e degradado. Verifica-se que os valores médios e de dispersao
aumentam entre os dois momentos para a membrana em todas as frequéncias,
com excecao das frequéncias 12 e 13 em que a dispersdo diminuiu. Pela
aplicagao do teste ndo paramétrico Wilcoxon (dada a pequena dimensao das
amostras) para a mostras relacionadas conclui-se que o aumento de tan & na
membrana pré-hidratada entre o instante ndo degradado e o instante degradado

em qualquer frequéncia nao apresenta significancia estatistica.
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Apéndice 4

Caracterizacao tan & da membrana SR por frequéncia antes e apds

degradagao
Estatisticas Teste Wilcoxon
Freq Membranas wean DSV G as
teste  prova
0100 \ombrana SR degradads o067 ooogp 2 0180
0158 \embrana SR degradada ooz oo 342 0180
0251 \iembrana SR degracaa oot oooge 42 0180
039 \ombrana SR degracata ooesi oo 2 0160
0831 \ombrana SR degracata 001 oposs 2 0160
1000 e irana SR degradada o057 ooosp 42 0180
1555 \iemorana SR degradada ooot ooy 42 0180
2512 \omorana SR degracata ooses ooy 12 0160
3981 Viembrana SR degradaa 0005 0oote 342 0180
6310 Vembrana SR degradaa oo ooote 42 0180
10000 o rana SR degradada o3 ooose M2 0180
15849 1o rana SR degradaa 0336 02is M2 0180
25119 \icmbrana SR degradaca 0us0  0oess M2 0180

Neste apéndice apresenta-se a caracterizagao de tan & para todas as
frequéncias utilizadas na membrana SR nos dois momentos: ndo degradada e
degradada. Verifica-se que os valores médios e de dispersdo aumentam entre
os dois momentos para a membrana em todas as frequéncias, com exceg¢ao das
frequéncias 9, 10 e 11 em que a dispersao diminuiu. Pela aplicacédo do teste nao
paramétrico Wilcoxon (dada a pequena dimensao das amostras) para a mostras
relacionadas conclui-se que o aumento de tan & na membrana SR entre o
instante ndo degradado e o instante degradado em qualquer frequéncia nao

apresenta significancia estatistica.
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Apéndice 5

Correlagao entre a frequéncia e os valores de E’ e tan d.

Coeficiente de correlagao com

Variavel o
Frequéncia
E’ da membrana pré-hidratada ndo degradada 0,897**
E’ da membrana pré-hidratada degradada 0,913**
E’ da membrana SR nao degradada 0,842**
E’ da membrana SR degradada 0,906**
Tan & da membrana pré-hidratada nédo 0,938**
degradada
Tan ® da membrana pré-hidratada degradada 0,958
Tan ® da membrana SR ndo degradada 0,889
0,953**

Tan & da membrana SR degradada

**_significativo a 1%.
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