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RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar membranas de colageno polianiénico (CPA) reticuladas e
impregnadas com hidroxiapatita, manufaturadas pelo Departamento de Fisica da
Universidade Federal do Ceara. Dividiu-se o trabalho em 2 etapas, onde inicialmente
avaliou-se a biocompatibilidade e a biodegradacdo de 6 diferentes membranas de CPA,
divididas nos seguintes grupos: trés com 0, 25 e 75 ciclos de impregnagdo com
hidroxiapatita (CPA, CPA 25, CPA 75) e mais trés cujas membranas foram reticuladas com
glutaraldeido (GA) (CPA GA, CPA 25GA, CPA 75GA) inseridas em tecido subcutaneo de
ratos. Andlises histopatoldgicas do infiltrado inflamatério, atividade de mieloperoxidase
(MPO), dosagem de citocinas, espessura de céapsula fibrosa, imunohistoquimica para
metaloproteinase e biodegradacdo das membranas foram avaliadas apés 1, 7, 15, 30, 60 e
120 dias. Posteriormente, avaliou-se o efeito das 3 melhores membranas na regeneragéo
0ssea guiada usando defeito 6sseo critico em calvaria de ratos (DOC), onde as membranas
foram posicionadas sobre o defeito. Formacao Ossea foi avaliada com base na radiografia
digital (RD), tomografia computadorizada (TC) e analise histologica, 24 horas, 4, 8 e 12
semanas apos o procedimento cirdrgico. MPO e dosagem de citocinas foram realizadas
apos 24 horas. No subcutdneo, as membranas reticuladas com GA mostraram espessa
cépsula fibrosa e menor reacdo inflamatéria permanecendo intactas apos 120 dias. No
modelo de regeneracao 6ssea em calvaria de ratos, apds 12 semanas, os grupos CPA GA e
CPA 25GA apresentaram reducao significativa da area radiolicida quando comparadas ao
grupo basal. A analise histolégica mostrou que nos grupos CPA GA e CPA 25GA as
membranas ainda estavam intactas, envolvidas por uma espessa capsula fibrosa e as
membranas do grupo CPA 75GA apresentaram inicio de reabsorcdo. N&ao foi encontrada
diferenca estatistica entre os grupos quanto a atividade MPO e citocina IL-1B. Concluimos
gue as membranas reticuladas mostraram-se mais biocompativeis e se mantiveram livre de
biodegradacdo no periodo de observagdo. Essas membranas induziram o fechamento dos
defeitos dsseos e ndo induziram reacgdo inflamatéria. A impregnacdo de hidroxiapatita ndo
acelerou a cicatrizagdo do defeito cirtrgico. Nossos resultados sugerem que as membranas
de CPA reticuladas poderdo ser Uteis nos processos em que a formacdo de um novo 0Sso

depende de uma duragdo mais prolongada da barreira mecanica.

Palavras-Chave: Regeneragcdo Tecidual Guiada. Hidroxiapatita. Membranas. Colageno.

Glutaraldeido.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate polyanionic collagen (PAC) membranes reticulated and
impregnated with hydroxyapatite, manufactured by the Physics Department, Federal
University of Ceard. This study was divided into two stages, initially it was evaluated the
biocompatibility and biodegradation of six different membranes of PAC, divided into the
following groups: three with 0, 25 and 75 cycles of impregnation with apatite (PAC, PAC 25,
PAC 75) and three more whose membranes were crosslinked with glutaraldehyde (GA) (GA
PAC, PAC 25GA, PAC 75GA) inserted into the subcutaneous tissue of rats.
Histopathological analyzes of inflammatory infiltration, myeloperoxidase activity (MPO),
cytokine, thickness of fibrous capsule, immunohistochemistry for metalloproteinase and
degradation of the membranes were evaluated after 1, 7, 15, 30, 60 and 120 days.
Subsequently, it was evaluated the effect of the three best membranes in guided bone
regeneration using bone critical defects in rat calvaria (DOC), where the membranes were
placed over the defect. Bone formation was evaluated based on digital radiography (DR),
computed tomography (CT) and histological analysis, 24 hours, 4, 8 and 12 weeks after
surgery. MPO and cytokine were performed after 24 hours. In the subcutaneous tissue, the
membranes crosslinked with GA showed thick fibrous capsule, less inflammatory reaction
and remained intact after 120 days. In the bone regeneration model in rat calvaria, after 12
weeks, PAC GA and PAC 25GA groups showed significant reduction in radiolucent area
compared to the baseline group. Histological analysis showed that in PAC GA and PAC
25GA groups, membranes were still intact, surrounded by a thick fibrous capsule and in PAC
75GA group, membranes showed early resorption. There was no statistical difference
between groups in MPO activity and IL-18. We conclude that the crosslinked membranes
were more biocompatible and remained free from degradation during the observation period.
These membranes induced closure of bone defects and did not induce inflammatory
reaction. The impregnation of hydroxyapatite did not accelerate the healing of surgical
defect. Our results suggest that the crosslinked membranes CPA may be useful in cases

where new bone formation is dependent on a longer duration of mechanical barrier.

Keywords: Guided Tissue Regeneration. Membranes. Collagen. Glutaral.
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1 INTRODUCAO

1.1 Biomateriais

A Engenharia Tecidual e Medicina Regenerativa tém apresentado um papel
importante no desenvolvimento de materiais que promovem a reparacdo e
regeneracdo das estruturas teciduais perdidas, com maior presivibilidade, de
maneira rapida e menos invasiva em relacdo as técnicas usadas previamente na
Odontologia (Periodontia e Implantodontia).

A Sociedade Européia de Biomateriais define biomateriais como “~“Qualquer
substéancia, excluindo farmacos, ou combinacdo de substancias sintética ou natural,
gue pode ser usada em qualquer periodo, como tratamento total ou parcial, aumento
ou reposicdo de qualquer tecido ou 6rgdo ou fungdo do corpo (TOREZAN;
FONSECA, 2010; CARVALHO; BASSI; PEREIRA, 2004).

Os biomateriais ideais, utilizados na engenharia de tecidos, sdo aqueles com
habilidade de interagir com células in vitro ou tecidos vivos para induzir regeneracao
ou remodelamento, para substituir, reparar, manter ou melhorar uma funcéo
biolégica. Sdo desenvolvidos de polimeros naturais ou sintéticos ou em combinacgéo
com componentes inorganicos (DEUEL et al., 1997) e s&o idealmente concebidos
com o principio de que as células estdo constantemente sendo estimuladas por
sinais de natureza mecanica, elétrica, estrutural e quimica. Como conseqiéncia,
esses dispositivos devem inibir/reduzir ou estimular a interagdo célula/material
dependendo dos propésitos especificos (KOUVROUKOGLOU et al., 2000), que sao
controlados pela topografia do material, umedecimento, superficie, mobilidade,
cristalinidade, composi¢do quimica e propriedades fisicas e fisico-quimicas (HUNT;
MCLAUGHIN; FLANAGAN, 1997; KOTWAL; SCHMIDT, 2001; WIESMANN et al.,
2001).

Os materiais para enxertia participam de processos de modelagem,
remodelagem e reparacdo de tecido 6sseo a ser formado e estimulado. S&o trés os
processos envolvidos na obtengéo do osso neo-formado e qualquer tipo de enxerto
0sseo deve possuir uma das trés caracteristicas para exercer a funcao regenerativa.
O processo de osteogénese € responsavel pela formacdo e desenvolvimento do
0ss0. As células osseogénicas levam a formagdo de osso em tecido mole ou a
ativacdo mais rapida de crescimento 0sseo em 0sso pré-existente. O processo de

osseoinducdo estimula o processo de osteogénese. Os enxertos considerados
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osseoindutores podem realgcar o processo regenerativo do osso, formando e
expandindo tecido 6sseo para regides além do sitio receptor. JA o processo de
osseoconducdo leva a formacdo de uma matriz ou arcabouco para deposito de
novo 0sso. Os enxertos osseocondutores necessitam de matéria 0ssea pré-existente
e células mesenquimais indiferenciadas para a neo-formacao éssea. A presenca de
células tronco pluripotentes do estroma 6sseo (células mesenquimais) as quais se
diferenciam em células 0sseas, tem grande importancia no resultado de novo 0sso a
ser reabilitado (GARG, 2004; KRICHELDORF, 2009).

1.2 Fisiologia e metabolismo 6sseo

O o0sso é um composto altamente ordenado de matriz organica e mineral
inorganico. A matriz 0ssea, chamada ostedide antes da mineralizacdo, é
principalmente um conjunto de fibras coldgenas embebida em substancia
fundamental. Esta dltima € um gel de agua viscoso e complexos de
glicoproteina/proteina. A substancia fundamental também contém numerosos fatores
organicos (citocinas, fatores de crescimento) que ajudam a controlar a ativacao
celular, maturacdo da matriz e mineralizacdo. Durante a mineralizagdo pequenos
cristais de hidroxiapatita (HA) sdo densamente acondicionados em uma seérie
ordenada, de acordo com a orientacdo de fibras coldgenas (ROBERTS et al., 1987).
Dependendo das condicdes ambientais, o osso se forma como um biomaterial
nitidamente ordenado, tanto em nivel molecular quanto macroscépico (WENER,;
TRAUB, 1992). No osso trabecular esponjoso normal, a matriz de 0sso
mineralizado geralmente representa menos de 25% do total do volume dos tecidos.
A maioria do volume do 0sso é constituido por uma mistura altamente variavel de
tecido gorduroso, fibroso e hematopoiético que contém um variavel plexo de
artérias, veias e sinusoides (MUSHER et al., 2010).

O osso é uma forma especializada de tecido conjuntivo que consiste
basicamente de uma matriz organica (90% composta de colageno tipo 1), e uma
matriz inorganica composta de hidroxiapatita (SEAL; OTERO; PANITCH, 2001). O
componente mineral do 0sso, que é principalmente a hidroxiapatita, representa 60%
do peso basico. Do ponto de vista macroscopico, o 0sso pode ser dividido em dois

tipos: 0sso mineralizado (compacto) e osso medular (trabecular). O 0sso
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mineralizado é constituido de lamelas, enquanto o 0sso medular contém adipécitos,
estruturas vasculares e células mesenquimais indiferenciadas (LINDHE; KARRING;
ARAUJO, 2005).

Os osteoblastos (células formadoras de o0sso) produzem matriz Ossea
(ostedide) que consiste em fibras colagenas, glicoproteinas e proteoglicanas. A
matriz 0ssea sofre mineralizacdo pelo depdsito de minerais tais como célcio e
fosfato, que subsequentemente sao transformados em hidroxiapatita. Todos os sitios
ativos de formacdo Ossea abrigam osteoblastos. A superficie externa do osso é
revestida por uma camada de tais osteoblastos, que, por sua vez, estdo organizados
em um periosteo que contém fibras colagenas, densamente compactadas. Na
superficie interna do osso, isto € no espaco medular, existe o endosteo, que
apresenta caracteristicas semelhantes ao periésteo (LINDHE; TRORKILD; ARAUJO,
2005).

Dependendo da idade, da funcdo e do historico fisiolégico, 0s 0ssos sao
compostos de 4 tipos de tecidos microscopicos: trangado, lamelar, fibroso e
composto. O o0sso trancado € altamente celular, formado rapidamente em resposta
ao crescimento ou a uma lesdo. Comparado ao osso maduro, ele tem um conteudo
mineral relativamente baixo, orientacdo mais aleatéria das fibras e forca minima. Ja
que o 0sso trancado é mais maleavel que o osso lamelar maduro, ele tolera mais o
micromovimento associado a cicatrizagdo da interface quando o implante dental é
posicionado. O osso lamelar € o principal tecido de suporte de cargas funcionais do
esqueleto maduro. O osso fibroso é caracteristico das inser¢cdes do ligamento e
tenddo, ao longo das superficies formadoras de o0sso. Os estriamentos séo
orientados ao longo do padréo lamelar subjacente. Estes estriamentos s&o insercoes
das fibras de Sharpey, compostas por fibras colagenas provenientes do tecido
conjuntivo adjacente, que se inserem diretamente no 0sso. O 0sso fibroso € bem
conhecido em Odontologia, porque é formado adjacente ao ligamento periodontal
dos dentes. O osso composto € um 0sso lamelar depositado sobre uma matriz de
0sso trancado. Durante o crescimento rapido e a cicatrizagdo do ferimento, um
reticulo de osso trancado altamente poroso cresce e captura 0S vasos sanguineos
ao longo da superficie enddssea ou periéstea. O reticulo trancado preenche entdo o
espaco paravascular com lamelas de alta qualidade, que resulta em 0sso composto
com forca adequada para suportar as cargas (ROBERTS; GARETTO, 2000).
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Para cumprir o seu papel funcional duplo de suporte e metabolismo, 0 0sso
responde a um complexo conjunto de mediadores mecanicos, bioelétricos e locais
(citocinas e fatores de crescimento). O processo osteogénico, que depende da
vascularizacéo, é facilmente interrompido pelo micromovimento, em uma interface
osso/implante que esta cicatrizando (ROBERTS; GARETTO, 2000).

A modelagem €& uma atividade especifica da superficie (aposicdo e
reabsorc¢éo), que produz uma alteragcdo em cadeia no tamanho e formato do osso. A
remodelagem é definida como uma modificacdo ou reestruturagdo interna do 0sso
previamente existente. A ativacdo das células 0sseas precursoras resulta em uma
sequéncia de: reabsorcao ativa, quiescéncia ou reversao, e formacdo. Durante o
periodo de mineralizagdo primaria, os osteoblastos depositam cerca de 70% do
mineral encontrado no o0sso vivo maduro. A mineralizagdo secundaria é um
fendmeno de crescimento de cristais ndo celulares, que ocorre no periodo de alguns
meses (ROBERTS; GARETTO, 2000).

1.3 Regeneracdo tecidual guiada e regeneracdo Ossea guiada em tecidos
dentarios.

Em odontologia, o conceito da regeneracdo tecidual guiada (RTG) é baseado
na premissa de que o ligamento periodontal contém as células progenitoras
necessarias para a formacdo dos tecidos de sustentacdo dos dentes (cemento,
ligamento periodontal e osso alveolar). O fundamento da RTG é impedir a migracao
apical do epitélio juncional pela colocacdo de uma membrana entre o tecido
conjuntivo gengival (retalho) e a superficie radicular (MAGINI, 2011). Para que
possamos entender este conceito € fundamental o conhecimento sobre a anatomia

do periodonto.

O periodonto (peri= em torno de, odonto= dente) compreende 0s seguintes
tecidos: gengiva, ligamento periodontal, cemento radicular e osso alveolar. O 0sso
alveolar propriamente dito faz parte do processo alveolar e forma a delgada lamina
6ssea que reveste o alvéolo dentario (LINDHE, KARRING, ARAUJO, 2005) (Figura
1).
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Figura 1: Anatomia do periodonto

O periodonto, aparelho de sustentacdo dos dentes, é composto de gengiva, ligamento
periodontal, osso alveolar e cemento radicular. Fonte: clinicacampogrande.com.

A principal funcdo do periodonto é inserir o dente no tecido 6sseo dos
maxilares e manter a integridade da superficie da mucosa mastigatoria da cavidade
oral. O periodonto, também chamado de aparelho de insercéo ou tecidos de suporte
dos dentes, forma uma unidade de desenvolvimento, biolégica e funcional, que sofre
determinadas alteracdes com a idade e, além disso, esta sujeita a alteracdes
morfolégicas relacionadas a modificagbes funcionais e no meio bucal (LINDHE;
KARRING; ARAUJO, 2005). O processo alveolar, elevacdo 6ssea em torno dos
dentes, desenvolve-se em associacdo com o0 desenvolvimento e erupgcdo dos
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dentes. Em conjunto com o cemento radicular e o ligamento periodontal, o 0sso
alveolar constitui o aparelho de insercdo dos dentes, cuja funcéo principal € distribuir
as forcas geradas, pela mastigacdo e por outros contatos dentarios (LINDHE;
KARRING; ARAUJO, 2005).

A doenca periodontal ndo tratada leva a perda dos dentes por meio da
destruicdo de suas estruturas de protecdo (gengiva) e suporte (osso alveolar,
ligamento periodontal e cemento radicular). Os objetivos da terapia periodontal
incluem ndo apenas evitar o0 avan¢o da doenca, mas também a regeneracdo das
estruturas perdidas. Todavia, a reconstrucao dos defeitos periodontais é um desafio
clinico, uma vez que compreende trés tecidos distintos e peculiares: cemento
radicular, ligamento periodontal e osso alveolar. Destaca-se que o0 cemento € um
tecido avascular (MAGINI, 2010).

As abordagens cirargicas convencionais (curetagem  periodontal,
gengivectomia/gengivoplastia e a osteotomia/osteoplastia) continuam a ser métodos
confiaveis para acessar as superficies radiculares, reduzir a profundidade de bolsas
e melhorar a arquitetura dos tecidos periodontais. Entretanto essas técnicas
apresentam limitacbes por apenas recobrir os tecidos de sustentacdo perdidos
durante as fases iniciais da doenca. Recentemente, procedimentos cirargicos tidos
como regenerativos ou reconstrutivos que objetivam uma regeneracdo maior e mais
previsivel dos tecidos periodontais e sua reinser¢cao proxima aos valores iniciais tém
sido desenvolvidos, analisados e aplicados a pratica clinica (MARTINS et al., 2001;
ACADEMY REPORT, 2005).

A historia relata que durante as décadas de 50, 60, 70 e na primeira metade
dos anos 80 do século XX, as terapias ressectivas, como a
gengivectomia/gengivoplastia e a osteotomia/osteoplastia, constituiam a indicacéo
eletiva para a maioria dos defeitos periodontais. Esse fato era devido a crenca na
obtencdo necessaria de sulcos gengivais rasos. As técnicas ressectivas
reconstituem as dimensdes médias das distancias biologicas (sulco gengival, epitélio
juncional e insercdo conjuntiva), pela remocao tecidual, em um nivel mais apical

(Figura 2). O descrédito dado a terapia reconstrutiva (“preenchimento” dos defeitos
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infra-0sseos e lesBes de furca) era decorrente da sua questionavel previsibilidade.
Nesse contexto, € pertinente definir regeneracéo e reparo periodontal:

a) regeneracao : reconstituicdo dos tecidos perdidos pelas periodontites (cemento,
ligamento periodontal e 0sso alveolar novos); restabelecimento da arquitetura e da

funcao;

b) reparo : cicatrizacéo da ferida periodontal, sem a restauracao da arquitetura e/ou
da funcao (epitélio juncional longo, insercdo conjuntiva longa) (MELCHER, 1976).

Postula-se que o tipo de célula capaz de repovoar a superficie radicular, apos
a terapia periodontal, determina o reparo (epitélio juncional longo e/ou insercdo
conjuntiva longa) ou a regeneracdo periodontal (MELCHER, 1970). Essa ferida
cirdrgica possui quatro fontes celulares possiveis de repovoamento: células do
epitélio juncional, do tecido conjuntivo gengival, do tecido 0sseo e do ligamento
periodontal. A corrida celular pelo repovoamento da superficie radicular desnuda,
geralmente, é vencida pelas células epiteliais. Conseqlientemente, o epitélio
juncional longo é o reparo mais rotineiro ap0s a terapia periodontal. A inibicdo da
migracdo apical do epitélio juncional é imperiosa para que haja o repovoamento da

raiz por células que possibilitam a regeneracédo (STAHL, 1977) (Figura 3).
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Figura 2: Terapia ressectiva periodontal

A- Radiografia periapical da regido da hemi-arcada superior esquerda evidenciando perda
dos tecidos de sustentacdo dos dentes; B- Sondagem periodontal evidenciando bolsa
periodontal profunda; C- Procedimento cirdrgico de levantamento de retalho apical
tradicional, com o objetivo de realizar procedimentos de raspagem e alisamento radicular,
para remocdo de biofilme e célculo aderidos sobre a superficie dentaria.

Fonte: Fotografias cedidas pelo professor Ricardo Martins, do Departamento de Clinica
Odontoldgica, do curso de Odontologia da Universidade Federal do Ceara.

Figura 3: Fontes celulares para repovoamento da fer  ida periodontal.
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A- Apb6s os procedimentos basicos de raspagem e alisamento radicular para remocdo do biofilme
dental aderido sobre a superficie radicular, existem 4 fontes celulares possiveis de repovoamento da
ferida periodontal: 1- células provenientes do tecido epitelial, 2- células provenientes do tecido
conjuntivo, 3- células provenientes do tecido 6sseo e 4- células provenientes do ligamento
periodontal; B- Fundamento da RTG: exclusao tecidual (1- células provenientes do tecido epitelial e
2- do tecido tecido conjuntivo) através do posicionamento de membrana. Fonte: Magini, 2010.



26

A técnica de regeneracéo tecidual guiada (RTG) introduzida por Nyman et al.
(1982) e Gottlow et al. (1986) € uma técnica que usa barreira de membranas, que
permite a repopulacéo das células derivadas do ligamento periodontal na superficie
radicular. A RTG esta baseada no fato de que apenas as células do ligamento
periodontal e do tecido 6sseo tem o potencial de regeneracdo dos tecidos de
sustentacdo dos dentes (KARRING; WARRER, 1992). Na RTG, as membranas
funcionam como barreiras mecanicas, excluindo o epitélio e o tecido conjuntivo da
superficie radicular, permitindo a regeneracao das células do ligamento periodontal
(NYMAN et al., 1982; LINDE et al., 1993; ACADEMY REPORT, 2005). A aplicacédo
de uma barreira em forma de membrana em defeitos 0sseos atuaria através da
osteopromocao, isto €, além de manter a concentracédo dos fatores estimulantes da
osteogénese, protegeria fisicamente a area do defeito contra a invasédo por tecidos
moles circundantes altamente proliferantes, prevenindo a inibicdo celular
heterotopica e delimitaria a osteogénese no contorno 6sseo desejado (LINDE et al.,
1993; ZELLIN; LINDE, 1997) (Figura 4). A quantidade de neoformacdo Ossea
depende do volume de espaco criado pelas barreiras fisicas (MACEDO et al., 2003).
A regeneracao tecidual guiada baseada na cobertura radicular pode ser utilizada
com sucesso para reparar defeitos de recesséo gengival (AL-HAMDAN et al., 2003).
Estudos em animais indicam que a cobertura radicular utilizando membranas
reabsorviveis resulta em maior quantidade de tecido conjuntivo, 0Sso e cemento,
quando comparado com a cirurgia de retalho apical tradicional (LEE et al., 2002).

Posteriormente, estudos foram realizados, utilizando-se membranas para a
regeneracdo apenas de tecido 6sseo, procedimento denominado Regeneracao
Ossea Guiada (ROG) (DAHLIN et al., 1988; DAHLIN et al., 1989; BUNYARATAVEJ;
WANG, 2001; IMBRONITO; ARANA-CHAVEZ; TODESCAN, 2007). O primeiro
estudo em animais, com o objetivo de avaliar a possibilidade da aplicacdo do
principio da regeneracéo tecidual guiada na regeneracdo 6ssea foi conduzido por
Dahlin et al. (1988). Defeitos dsseos do tipo "lado a lado" com 5mm de didmetro, no
angulo da mandibula de ratos, recobertos, tanto no lado lingual como no vestibular,
com uma membrana de politetrafluoretileno expandido (PTFE-e) tiveram completo
preenchimento ésseo no lado teste apds 6 semanas. No lado controle, nenhum
preenchimento 6sseo foi observado durante o experimento (DAHLIN et al., 1988).
Com base na técnica de Dahlin et al. (1988), Buser et al. (1993) propuseram o termo
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de regeneracdo 0ssea guiada (ROG), que tem 0 objetivo de promover o aumento
0sseo com 0 uso de barreiras de membranas. Essa técnica tem sido aplicada em
odontologia incluido implantes dentarios com insuficiente volume 0sseo no sitio
receptor.

A morfologia do defeito ésseo a ser tratado € um dos fatores importantes a
serem considerados na ROG, ja que existe uma intima correlagdo espacial entre
angiogénese e a regeneracao 0ssea. A formacao de capilares precede a formacéo
0ssea, ja que o tecido conjuntivo frouxo perivascular, que acompanha os capilares
em proliferacdo, constitui a fonte de células osteoprogenitoras (SCHMID et al.,
1997).

Segundo Hardwick, Hayer e Flynn (1995), o principio da exclusdo é apenas
um dentre os varios fatores envolvidos no processo da regeneracéo 6ssea. Para que
a ROG seja alcancada, além da exclusdo de determinados tecidos, deve haver
também auséncia de inflamacdo decorrente de infeccdo bacteriana, estabilidade,
criagdo e manutencao de um espaco preenchido por coagulo sangiineo (DAHLIN et
al., 1988; SCHENK et al., 1994).

As membranas utilizadas para procedimentos regenerativos devem apresentar
as seguintes caracteristicas: biocompatibilidade, exclusdo celular, manutencdo de
espaco, integracdo aos tecidos e manuseio clinico satisfatorio (SCANTLEBURY,
1993). Tatakis, Promsudthi e Wikesjo (1999) incluiram uma nova caracteristica:
atividade biologica que, segundo os autores, teria importancia no desenvolvimento
de novas membranas. Biocompatibilidade é a propriedade do material que indica
que a presenca do material ndo afeta negativamente o organismo e também que o
organismo nao afeta negativamente o material. Tal definicdo deve considerar o tipo
de biomaterial empregado, ja que € evidente que um material reabsorvivel é afetado
pelo organismo (HARDWICK; HAYES; FLYNN, 1995). A manutencdo de espaco
adequado para a regeneracdo requer que a membrana tenha caracteristicas
mecanicas ou estruturais que permitam que suporte forcas exercidas pela tensao
dos retalhos ou decorrentes da mastigacéo, prevenindo o colapso da mesma sobre
o defeito, reduzindo o espaco da ferida (HARDWICK; HAYES; FLYNN, 1995).

A membrana também deve permitir ou facilitar a integragdo dos tecidos, o que
resulta na estabilizacdo da ferida e inibicAo da migracdo de células epiteliais.

Também, a integracdo do tecido conjuntivo adjacente permite a estabilidade



28

necessaria para a reparagdo 0ssea e também do tecido mole. A formacéo Ossea
depende de dois requisitos indispensaveis: amplo suporte sanglineo e suporte
mecéanico (HARDWICK; HAYES; FLYNN, 1995).

Os osteoblastos sintetizam matriz 6ssea apenas nas proximidades dos vasos
sangiineos (SCHMID et al., 1997). Reducé&o na tenséo de oxigénio parece mudar a
expressao genética das células para tecido fibroso e fibrocartilagem. Por outro lado,
a elaboracdo de tecido 6sseo bastante organizado requer uma superficie
mecanicamente estavel. A facilidade de manuseio também é uma caracteristica
importante, j& que uma membrana deve ser facilmente recortada e moldar-se ao
contorno do tecido 0sseo e ndo apresentar caracteristicas de memoria que as faca
voltar a forma original (TATAKIS; PROMSUDTHI; WIKESJO, 1999).
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Figura 4: Diagrama esquematico de técnicas usadas e = m cirurgia periodontal.

Gengiva

Membrana

A) Debridamento com retalho aberto, procedimento envolve o descolamento apical da
gengiva sobre o dente e tecido 6sseo, aumentando 0 acesso para raspagem e alisamento
radicular. Entretanto, o espaco sera preenchido com as primeiras células a alcancarem a
area, como as células epiteliais e fibroblastos, originando um tecido fibro-epitelial sobre a
superficie radicular, desde que o crescimento de 0sso e tecido periodontal séo inibidos. B)
Regeneracédo tecidual guiada: procedimento cirargico que utiliza barreiras de membranas
posicionadas sob a gengiva e sobre o 0sso remanescente, para prevenir o crescimento de
tecido epitelial e conjuntivo, na ferida cirargica, mantendo o espaco para o crescimento dos
tecidos periodontais verdadeiros. Fonte: Chen et al., 2010.
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1.4 Membranas nao reabsorviveis e reabsorviveis

As membranas utilizadas na RTG e ROG podem ser ndo reabsorviveis (NR)
ou reabsorviveis (R). As membranas NR mantém a integridade estrutural e suas
caracteristicas pelo tempo que permanecerem no lugar, mas necessitam de uma
reabertura cirirgica para a sua remocao. A elevacéo do retalho, para a remocéo da
membrana ndo absorvivel, pode causar injuria aos neo-tecidos. Salienta-se que
esses tecidos imaturos devem ser totalmente recobertos pelo retalho da reabertura,
porque, na impossibilidade desse recobrimento total, havera menor “regeneragéo”
periodontal (MCALLISTER; HAGHIGHAT, 2007). Uma das consequéncias da
remocdo de membranas ndo reabsorviveis é a diminuicdo significativa do tecido
0sseo neo-formado em volume e em altura (RASMUSSON et al., 1997).
Contrariamente, superioridade da membrana ndo reabsorvivel, com maior

quantidade de tecido dsseo regenerado foi observada (HURZELER et al., 1997).

Com relacdo as membranas nao reabsorviveis, tem-se principalmente a
membrana de politetrafluoretileno expandido (e-PTFE), podendo ser reforgada por
titanio (SIMON et al., 1999; SIMON et al., 2007). A introducdo da membrana néo
absorvivel de politetrafluoretiieno (PTFE) ou politetrafluoretileno expandido (PTFE-
e), no inicio dos anos 80, representou um avanco significativo na terapia
reconstrutiva. PTFE é um polimero de fluorcarbono inerte e biocompativel. PTFE-e é
uma matriz complexa, organizada e tridimensional de nodulos interconectados por
fibrilas, que podem ser fabricados com diferentes porosidades e estruturas
(TATAKIS; PROMSUDTHI; WIKESJO, 1999). As membranas de PTFE-e para ROG
apresentam duas configuragbes diferentes. Na porcado central da membrana, a
estrutura do PTFE-e apresenta porosidades entre 5 e 10 uym, sendo oclusiva a
penetracdo de células do tecido conjuntivo. A por¢cdo mais periférica apresenta uma
micro-estrutura mais aberta, permitindo o crescimento de células do tecido
conjuntivo, garantindo a estabilizacdo da membrana (SIMION et al., 1999). Simion et
al. (1999), ao testarem 3 tipos de membranas de PTFE-e, com microestruturas
diferentes, observaram que melhores resultados foram obtidos com a membrana
que apresentava a porc¢ao periférica com microestrutura aberta (poros entre 20 a 25
Mm) e a porcdo central totalmente oclusiva. Apesar da resposta biolégica mais

satisfatoria, a remocdo da membrana apés 6 meses foi extremamente dificil. O
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material é biocompativel e ndo reativo. Nas versdes iniciais, o politetrafluoretileno
expandido (e-PTFE) era altamente poroso, o que tornava dificil a remocdo do
material (necessidade de reentrada) e vulneravel a invasdo bacteriana (o
fechamento priméario dos tecidos moles é pré-requisito para 0 sucesso terapéutico).
A segunda geracgao (d-PTFE) manteve as qualidades da verséo inicial e adicionou
alta densidade e porosidade submicron (<0,2 um) para suplantar as deficiéncias
iniciais (dificuldade de remocédo e possibilidade de infeccdo na ocorréncia de
deiscéncia dos tecidos moles). Essa densidade elevada evita a necessidade de

anestesia local e retalho para dissecacdo da membrana (BARBER et al., 2007).

As membranas também podem ser constituidas por materiais reabsorviveis.
Sao aqueles compostos por polimeros soélidos que podem ser degradados e
absorvidos in vivo, isto €, sdo eliminados através de vias naturais por simples
fitracAo dos produtos da degradagcdo ou apds sua metabolizacdo. Assim,
reabsorcdo é um conceito que indica a total eliminacdo do material inicial e dos seus
sub-produtos (compostos de baixo peso molecular), sem efeitos colaterais residuais
(VERT; GARREAU, 1992). Alguns exemplos de membranas reabsorviveis sdo as
membranas de colageno (PITARU; TAL; SOLDINGER, 1989), membranas de &cido
polilactico e/ou poliglicdlico (GOMEZ et al., 2006; GIELKENS et al., 2008),
membrana de mondémero de fibrina e elastina, membranas de Vicryl (Polyglactin
910) (FLEISHER; DE WAAL; BLOOM, 1988) e quitosana (SHIN et al., 2005).

As membranas absorviveis ndo carecem de reabertura para a sua remocao.
Contudo, a exposicdo ao meio bucal aumenta a taxa de degradacdo dessas
membranas, que sao classificadas em duas categorias: naturais ou sintéticas.

As membranas naturais sao confeccionadas com tipos diversos de colageno
de origem xendgena (origem animal). As sintéticas sdo feitas de poliésteres
alifaticos, primariamente copolimeros acidos (latico e glicolico): poliglactina 910,
acido polilatico, co-polimero de &cido polilatico e acido poliglicdlico, entre outros. Os
polimeros sintéticos apresentam algumas vantagens sobre materiais naturais como
0 colageno. Materiais sintéticos podem ser preparados em condi¢des controladas e
as propriedades fisicas, quimicas e mecanicas podem ser alteradas com simples
mudancas quimicas (HUTMACHER; HURZELER; SCHIEPHAKE, 1996). As

membranas de colageno sofrem degradacdo enzimatica, e as sintéticas, por
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hidrolise. Embora as membranas de colageno promovam melhor resposta do tecido
(durante a degradacao), elas apresentam deficiéncia notoria para a manutencao do
espaco subjacente a barreira. A degradacdo dos copolimeros sintéticos gera uma
resposta inflamatoria dos tecidos conjuntivos, que pode resultar em perda de
“regeneracao”. Adita-se a existéncia da variabilidade e caréncia de controle sobre a
taxa de degradacao, influenciada por inumeros fatores, tais como pH local e
composicdo do material (GALGUT, 1990; KON et al., 1991; GALGUT et al.,, 1991,
CORTELLINI; PINI-PRATO; TONETTI, 1996; GIELKENS et al., 2008).

1.5 Membranas reabsorviveis de colageno

A principal vantagem relacionada ao uso de membranas de coladgeno na RTG
estdo relacionadas a baixa antigenicidade, biocompatibilidade superior a outros
polimeros naturais e controlada bioreabsorcdo promovida por agentes de ligacao
cruzada (RAO; JOSEPH, 1988; LEE; SINGLA; LEE, 2001). Ao mesmo tempo, 0
coldgeno estimula a migracdo de células do ligamento periodontal para o sitio de
cicatrizacdo (MINABE et al., 1989; KASAJ et al., 2008). As desvantagens sao sua
rapida reabsorcdo, pobre visibilidade quando molhada, tendéncia ao colapso em
defeitos infra-0sseos e possiveis reacdes alérgicas locais (MENDIETA; WILLIAMS,
1994). Membranas confeccionadas a partir de coldgeno ndo mineralizadas sao

normalmente nao resistentes e dificeis de manipular (LIAO et al., 2005).

O coladgeno é uma proteina fibrosa formada por 3 cadeias polipeptidicas em
tripla hélice chamada de cadeia a, sendo esta a principal macromolécula extra-
celular do tecido conjuntivo periodontal. Existem cerca de 19 tipos de colageno, dos
quais os mais conhecidos e abundantes sdo os coladgenos tipos | e Il (SEAL;
OTERO; PANITCH, 2001). Cerca de 90% do colageno humano é do tipo I,
encontrado em 0ssos e pele, sendo o colageno do tipo Il o principal constituinte da
cartilagem. Os varios tipos de colageno mostraram ser quimiotaticos para
fibroblastos humanos, absorviveis fisiologicamente pelos tecidos, servem de suporte
para crescimento celular na engenharia de tecidos, apresentam disponibilidade e
abundéancia na natureza e facil manuseio, podendo ser modelados em diversas
formas (LEE; SINGLA; LEE, 2001). O colageno tipo | € geralmente usado na sua

forma nativa ou reconstituida, para o reparo de tecidos moles e na regeneracao
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0ssea (PACHENCE, 1996). A presenca de grupos extra-carboxilicos aumenta suas
propriedades dielétricas (GOES et al., 2002).

O padréo de reabsor¢cdo das membranas é controlado pelo grau de ligacéo
cruzada (reticulacdo), persistindo como barreira intacta por periodos de tempo
maiores que as membranas sem ligagcdo cruzada (MARTINS et al., 2001). As
membranas com ligag&o cruzada permitem uma degradacao mais lenta, fornecendo
mais tempo para que as ceélulas seletivas repopulem as &reas cirargicas
(BUNYARATAVEJ; WANG, 2001). Varias técnicas de ligacdo cruzada para o
colageno tém sido aplicadas para prolongar a reabsorcdo da membrana e aumentar
a biodurabilidade, tais como radiacdo ultra-violeta, tratamento com glutaraldeido,
hexametilienodiisocianato ou difenil-fosforil-azida (BUNYARATAVEJ; WANG, 2001,
MINABE et al., 1989; KODAMA et al., 1989). Estas membranas podem ser
utilizadas em aplicacbes odontolégica para o reparo de defeitos periodontais, como
membranas para recobrimento de defeito cirlrgico 6sseo e como substitutos 6sseos.
Foram encontradas aplicagbes adicionais para a cicatrizacdo da pele, como
carreadores de antibidticos, como carreadores para fatores de crescimento 0sseos
entre outras aplicacdes (LIAO et al., 2005).

As propriedades mecanicas, fisicas, quimicas e biolégicas dos arcaboucos de
colageno podem ser influenciadas pela modificacdo na estrutura da matriz pelo
tratamento quimico com glutaraldeido (GA), que é um agente de referéncia para a
reacdo de reticulacdo. A reabsorcdo do colageno no ser vivo, pode ser controlada
por essa reacdo de reticulagcdo. Alguns autores tém avaliado a utilizacdo de
colageno reticulado com glutaraldeido no crescimento de fibroblastos com alta
eficiéncia biolégica (CHEN et al.,, 2005). A reacdo do GA ocorre entre 0S grupos
amino da cadeia lateral das moléculas de colageno, criando uma armacgdo no
material que aumenta a estabilidade mecéanica e bioldgica. Alguns problemas
relacionados a reacdo do GA, como a polimerizacdo dos monémeros do GA em
solucéo resultando em reticulagdo heterogénea e citotoxicidade, tem sido resolvidas
pela continua reacdo do GA em baixas concentracdes. Esse método pode produzir
um material com o0 mesmo padrao de degradabilidade usando menor quantidade de
GA, evitando o efeito citotoxico. O progressivo tratamento em baixas concentracdes

de GA induz reacbes mais homogéneas na matriz de coldgeno (GOISSIS et al.,
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2009). As membranas de colageno com elevado grau de ligacdo cruzada
permanecem intactas por longos periodos de tempo. Isso permite a cicatrizacdo de
extensos defeitos e pode preservar sua integridade se exposta espontaneamente ao
meio (BRUNEL et al., 1996; FRIEDMANN et al., 2001; FRIEDMANN et al., 2002;
MOSES et al.,, 2005, ROTHAMEL et al., 2005). Entretanto essas membranas
apresentam reduzida integracdo e vascularizacdo com os tecidos circunvizinhos e
em estudos clinicos mostram uma grande incidéncia de exposicdo espontanea em
sua aplicacao na cavidade oral (ROTHAMEL et al., 2005).

Sabe-se que o colageno apresenta diferentes efeitos na cicatrizacao tecidual
dependendo do tipo, estrutura, grau de ligacdo cruzada e tratamento quimico
realizado. Dentre 0os materiais sintetizados de colageno, as membranas apresentam
como vantagem a alteracdo de suas propriedades por modificagbes quimicas do
colageno, fato que pode melhorar as caracteristicas do colageno em termos de
estimulacdo da osteogénese, bem como das propriedades elétricas (PELPIS;
GOISSIS; DAS-GUPTA, 1996). Uma importante modificacdo na estrutura dessas
membranas € a remocdo do grupo carboxiamida dos residuos de asparagina e
glutamina pela hidrdlise alcalina e consequente formacdo de grupos carboxila
presentes na cadeia a do tropo-colageno, gerando novos sitios de ligacdo do célcio
(GOISSIS et al., 1999; BET,; GOISSIS; LACERDA, 2001; GOISSIS; MAGINADOR,;
MARTINS, 2003). Estas modificacbes ndo alteram a estrutura de tripla hélice da
molécula de colageno, mas modificam o padrdo das microfibrilas e suas
propriedades dielétricas. O ponto isoelétrico € reduzido para 4,6-5,0 comparado
com o colageno nativo, onde o ponto isoelétrico varia de 6,7-7,1. Essas membranas
sdo negativamente carregadas em pH fisiologico (CIRELL, 1997; GOISSIS et al.,
1999; BET,; GOISSIS; LACERDA, 2001; ROCHA; GOISSIS; ROSSI, 2002; ROSA
et al., 2003). A hidrolise da cadeia lateral de residuos de glutamina e asparagina
ocorreram inicialmente proximo as zonas de OVERLAP e GAP, evidenciado pela
reducdo das distancias inter-bandas observadas nesta regidao (GOISSIS;
MAGINADOR; MARTINS, 2003). Estudos tém mostrado que o colageno polianidnico
desenvolvido como suporte para a reconstrucdo Ossea € capaz de induzir a
deposicao de sais fosfato de calcio in vitro. Essas mudancas dielétricas na matriz de
colageno podem induzir um processo de mineralizacao de colageno in vitro similar

ao estagio de mineralizacdo 6ssea (MOREIRA et al.,, 2004). Quando osteoblastos
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bovinos foram cultivados em membranas de coldgeno anibnico, essas mostraram
suficiente biocompatibilidade para o reparo 6sseo e a evidéncia de conexao entre a
producdo de fosfatase alcalina e o processo de mineralizacdo (MOREIRA et al.,
2004). Quando osteoblastos bovinos foram cultivados na matriz de colageno
polianidnico, as membranas promoveram a producéo de fosfatase alcalina, seguida
pela mineralizacdo dos substratos e diferenciacdo de osteoblastos in vitro (SAADEH,
KROSLA, MEHRARA, 2001). O tratamento alcalino aumenta a piezoeletricidade
para o colageno em relagdo ao colageno nativo (GOES et al., 2002). Andlise
microscoépica mostrou uma menor quantidade de crescimento 6sseo em areas que
receberam a membrana nativa comparada com defeitos 6ésseos preenchidos com
membranas anidnicas tratadas com solucéo alcalina por 48 e 96 horas (CUNHA et
al., 2008). Independentemente da extenséo da hidrélise da cadeia lateral, a estrutura
em tripla hélice dos materiais foi preservada com grupos carboxilicos até 87+-17. O
umedecimento e a embebicdo aumentaram linearmente com o aumento do contetdo
dos grupos carboxilicos variando de 46+-12 a 87+-17 e nenhum sinal de
citotoxicidade foi detectado. Entretanto, em comparacdo com o colageno nativo, a
adesdo das células K562 as membranas carregadas negativamente foi

significantemente aumentado (BET et al., 2003).

Membranas produzidas de colageno ndo mineralizado tém sido usadas em
RTG para o reparo de defeitos periodontais, entretanto essas membranas Sao
normalmente pouco resistentes e dificeis de manipular (LIAO et al., 2005). Seria
desejavel desenvolver uma membrana de colageno que apresentassem forca
mecanica para suportar o colapso dentro do defeito cirargico. Um possivel caminho
para alcancar esse objetivo seria o desenvolvimento de arcaboucos de colageno
com hidroxiapatita para mimetizar as caracteristicas do 0sso, aumentar a rigidez da
membrana e aumentar o efeito de manutencédo do espaco (SCHLIEPHAKE et al.,
2004). Os compésitos de colageno/hidroxiapatita tém atraido significante interesse,
pois possuem excelente bioatividade, osteocondutividade e melhora de suas
propriedades mecanicas (DU et al., 1999; DU et al.,, 2000; CHANG et al., 2001;
KIKUCHI et al.,, 2001; CHEN et al., 2006). O compdsito de hidroxiapatita nano-
carbonada/colageno (nCHAC) facilita a regeneracdo Ossea induzindo células
indiferenciadas do sitio do enxerto a se transformarem em osteoblastos e formar

novo 0sso (estimulando a transformacéao celular). O compdsito também fornece uma



36

fonte de calcio para rapida mineralizacdo. Tem sido relatado que polimeros
organicos contendo grupos carboxila formam apatita na sua superficie, no fluido
corporal simulado, se os grupos carboxila tiverem sido previamente combinados com
ions calcio, porque o grupo carboxila induz a nucleacdo de apatita e libera ions
célcio para acelerar esta nucleacdo (KAWASHITA et al., 2003; GOES et al., 2007).
Tanahashi et al. (1994) desenvolveram um processo biomimético e encontraram
gue uma camada de hidroxiapatita com a espessura desejada poderia ser formada
nao apenas em ceramicas e metais, mas também em membranas de polimeros.
Neste processo, apatita € depositada sobre substratos organicos, em condicdes
ambientais, em uma solugdo que simula o fluido corporal tendo concentracdes
ibnicas iguais aquelas do fluido extra-celular humano ou solucdes correlatas.
Hidroxiapatita sintética (Caio(PO4)s(OH),) um tipo de fosfato de calcio, mostra
grande afinidade pelo osso constitucional e € amplamente usada como um material
substituto para o preenchimento de defeitos 6sseos. Um dos requisitos para que a
hidroxiapatita tenha unido com os polimeros organicos € uma boa adesdo aos
substratos. Na tentativa de aumentar a interacdo entre a hidroxiapatita inorganica e
os polimeros organicos, foram introduzidos grupos polares hidrofilicos como o
fosfato, grupos hidroxila e carboxila nos substratos hidrofébicos (TANAHASHI;
MATSUDA, 1997). O grupo carboxila ndo apenas promove o sitio para a nucleagéo
heterogénea de apatita, mas também contribui para uma alta adesédo da camada de
apatita com o filme (MIYAZAKI et al., 2003). A quantidade de apatita aderida na
membrana de colageno anidnico (AC) foi muito maior que no colageno natural (NC)
apOs o0 mesmo numero de ciclos. Membranas de colageno anidnico contendo grupos
carboxilicos formam apatita na sua superficie em um processo de imersao alternado
quando seus grupos carboxilicos sao totalmente combinados com ions calcio. Esse
resultado fornece uma condicdo fundamental para a obtengcdo de um composto
colageno apatita com estrutura analoga ao osso natural (GOES et al., 2007).
Membranas de colageno polianiénico preparadas por hidrélise de cadeias laterais de
asparagina e glutamina foram mineralizadas in vivo, sem resposta inflamatoria,
biodegradacdo ou reabsorcdo, com fosfato de célcio depositado em estreita
semelhanca com a periodicidade D da montagem das fibrilas de colageno. In vitro os
resultados com o mesmo material produziram fibras de colageno similares em

morfologia e caracteristicas quimicas, sugerindo que a amida-hidrélise pode ter
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introduzido dentro da matriz, sinais de mineralizagcdo controlada para a fibra de
coldgeno. Microscopia Eletrénica de Transmissdo indicou qua a amida-hidrolise
ocorreu proxima as zonas de OVERLAP e GAP, como sugerido pela reducédo da
distancia interbandas dessa regiao (GOISSIS; MAGINADOR; MARTINS, 2003). A
falta de resposta inflamatéria associada ao padrdo de mineralizacdo similar ao
observado in vitro e in vivo sugere ndo s6 o comportamento biomimético da matriz
de colageno polianiénico, preparado pela hidrdlise das cadeias de amida da
glutamina e asparagina, mas também um potencial de uso como arcabouco para
reconstrucao do tecido 6sseo (GOISSIS; MAGINADOR; MARTINS, 2003).

1.6 Modelo de defeito 6sseo critico em calota cran  iana

Quando utilizamos o modelo de defeito ésseo critico em calvaria, devemos
observar algumas caracteristicas pertinentes a esse tipo de estrutura 0ssea.

O modelo de defeito 6sseo critico em calvéria de ratos tem sido usado em
diversos estudos para avaliacdo de regeneragcdo Ossea guiada porque €
relativamente facil de controlar e tem baixo risco de complicacbes (SCHMITZ,
HOLLINGER, 1986; BOSCH et al., 1998; VERNA et al., 2002). Como as pesquisas
sobre enxertos 0sseos continuam, hd a necessidade de ter um modelo animal
confidvel que possa ser utilizado para avaliagdo de enxertos antes do uso em
humanos. O defeito 0sseo critico em calvaria de ratos (DOC) tem sido recomendado
antes de testar os biomateriais em espécies filogenéticas mais elevadas
(HOLLINGER; KLEINSCHIMIDT, 1990). O modelo de DOC em calvaria é relevante
em pesquisa de metabolismo &sseo, especialmente do osso alveolar, porque
apresenta a mesma origem embriologica que a mandibula. Sem intervencdo, o
defeito sera preenchido com tecido conectivo fibroso ao invés de tecido 0sseo, pela
maior velocidade de crescimento dos tecidos moles em relagc&o aos tecidos duros.

A capacidade de regeneracao limitada da calvaria pode ser atribuida ao pobre
suprimento sanguineo e a relativa deficiéncia de osso medular. Em contraste com
muitos 0ssos longos que possuem uma artéria primaria nutriente, ndo existe essa
artéria primaria na calvaria. A artéria meningeal média fornece o principal suprimento
sanguineo. Os 0ssos do cranio recebem suprimento sanguineo acessoério de

arteriolas provenientes da artéria dural da tabua interna e também de pequenas
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arteriolas provenientes da tabua externa. Adicionalmente, sangue arterial entra para
a calvéria através da insercdo dos musculos temporais. Entretanto, pelo fato de ser
uma grande area do esqueleto humano que ndo possui insercdo muscular, o
suprimento sanguineo da calvaria de humanos é mais pobre do que em outros
animais. A capacidade regenerativa da calvéria de animais experimentais pode ser
considerada melhor que a de humanos (SIROLA, 1960). Morfologicamente e
embriologicamente, a calvaria tem origem membranosa, se assemelhando aos
0ssos membranosos da face. Anatomicamente, a calvaria consiste de duas placas
corticais com regibes de osso medular similar a mandibula. Fisiologicamente a
calvaria se assemelha a uma mandibula atréfica (FRAME, 1980).

Defeito 0sseo critico representa uma condicdo na qual a osteogénese falhou,
no qual o processo normal de reparo fisiolégico alcancou o ponto terminal. A
patogénese do defeito 6sseo critico envolve 2 mecanismos. Primeiro, 0 aumento no
defeito 6sseo para um tamanho no qual possa evitar o periésteo de agir como
suporte para a cicatrizacdo. Esse periosteo sem suporte pode invaginar para dentro
do segmento formando uma barreira fibrosa, evitando a unido dos fragmentos.
Segundo, 0 hematoma ocasionado no tempo da injuria pode ndo ser capaz de
organizar uma ponte no defeito largo. O fator necessario para a migragdo de vasos
sanguineos e outros elementos osteogénicos estdo ausentes, fazendo o reparo
completo impossivel (SCHMITZ; HOLLINGER, 1985). Em calvaria de ratos, defeitos
de 5 mm sao considerados defeitos 6sseos criticos (SCHMITZ; HOLLINGER, 1986).
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1.7  Justificativa

A doenca periodontal leva a uma destruicdo progressiva dos tecidos de
suporte dos dentes, ou seja, osso alveolar, ligamento periodontal e cemento
radicular, sendo uma das principais causas de perda dentaria em adultos. Os dentes
ndo sSao apenas essenciais para a mastigacdo mas sua falta também é
considerada uma desvantagem social devido a problemas de fala e estética, que
ocasionam um grande impacto sobre bem-estar emocional. Além de afetar a
sustentacdo dos dentes, evidéncia atual sugere também que periodontite crénica
tem um risco associado de complicacbes sistémicas. Esta condicdo é mais
predominante entre adultos de meia idade e sua incidéncia aumenta a medida que
uma populagéo envelhece. Geralmente, a periodontite € mais prevalente nos paises
em desenvolvimento, embora essa doenca possa ndo ser necessariamente mais
extensa ou grave em populacdes suburbanas em comparagcdo com populagbes em
cidades centrais (PIHLSTROM; MICHALOWICZ; JOHNSON, 2005).

Um resultado ideal no tratamento da doenca periodontal € retornar os tecidos
ao seu estado original antes da perda tecidual. Especificamente na Odontologia, um
problema comum € o crescimento do epitélio juncional da gengiva, que possuli
velocidade de proliferacdo maior que os tecidos constituintes do periodonto de
sustentacao (0sso alveolar, ligamento periodontal e cemento radicular), prejudicando
a regeneracéao desses tecidos. No sentido de contornar essa dificuldade foi proposta
a utilizacdo de membranas ou barreiras biolégicas para impedir o epitélio de
proliferar e ocupar o0 espaco onde se deseja a regeneracdo periodontal,
caracterizando a técnica denominada de tegeneracdo Tecidual guiada (RTG).
Seguindo este conceito, a regeneragdo periodontal € definida como a reproducéo ou
reconstituicdo dos tecidos perdidos ou afetados de modo que a forma e a funcao
dessas estruturas sejam restauradas (RIPAMONTI; PETIT, 2009; BOSSHARDT,;
SCULEAN, 2009). O tratamento de defeitos 6sseos tem sido um grande obstaculo
para as areas de ortopedia e odontologia (cirurgia maxilo-facial e implantodontia),
motivando inumeros estudos na busca por técnicas ou substitutos ésseos
adequados. Quando se deseja apenas que osso seja formado, falamos de
regeneracao 0ssea guiada (ROG).

A fabricacdo de materiais hibridos consistindo de apatita e coladgeno ou

polimeros orgéanicos, que mimetizam a estrutura 0ssea, abre uma nova perspectiva
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para materiais que estimulam o reparo 6sseo, possuindo as caracteristicas de
adesdo a estrutura 0ssea e propriedades mecanicas similares ao osso natural. Os
arcaboucos biodegradaveis sdo biomateriais que podem servir como suportes
temporarios estimulando a regeneracdo do tecido O6sseo, se degradando
gradualmente enquanto € substituido por um novo tecido. Tanto as ceramicas
bioativas quanto polimeros podem ser desenvolvidos para serem usados como
arcaboucos. Com o0s biopolimeros, no entanto, € possivel controlar a
biodegradabilidade e suas propriedades mecanicas, através de reacdo de

reticulacédo, de acordo com a aplicacao desejada.
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1.8 Objetivos

O objetivo geral do nosso estudo foi testar membranas reabsorviveis de
colageno mineralizadas e reticuladas intermolecularmente com baixas
concentragbes de glutaraldeido, manufaturadas pelo Departamento de Fisica da
Universidade Federal do Ceara. Com essa finalidade dividimos nosso estudo em 2
etapas. Inicialmente avaliamos a biocompatibilidade e a biodegradacédo das diversas
membranas. Na segunda etapa avaliamos o efeito das membranas na regeneracao

0ssea guiada usando defeito 6sseo critico em calvaria de ratos (DOC).

Os objetivos especificos, discriminados de acordo com a subdivisdo apresentada

acima, foram:

1° Etapa: Avaliacdo da biocompatibilidade de membra nas de colageno
polianidnico mineralizadas e reticuladas implantada S em tecido subcutaneo de

ratos

e Avaliar e quantificar a intensidade de inflamacéo tecidual desencadeada pelos
diferentes tipos de membranas analisadas, através da contagem de células

inflamatérias ao redor das membranas.

e Avaliar e quantificar a presenca de capsula fibrosa envolvendo as membranas

analisadas, mensurando sua espessura.

e Determinar o tempo de reabsorcéo de cada tipo de membrana.

2° Etapa: Avaliacédo da regeneracdo 6ssea guiada pro  duzida por membranas de

colageno mineralizadas e reticuladas em defeitos cr  iticos em calvaria de ratos.

e Avaliar e quantificar a intensidade de inflamacéo tecidual desencadeada pelos

diferentes tipos de membranas analisadas.

e Determinar o tipo de membrana que induz o fechamento do defeito 6sseo em

menor tempo possivel.

e Determinar o tempo de reabsorcéo de cada tipo de membrana.
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2 MATERIAIS E METODOS COMUNS AS DUAS ETAPAS DO PRES ENTE
TRABALHO

2.1 Preparacdo das membranas de colageno polianién  ico (CPA)

As membranas absorviveis testadas neste projeto, produzidas pelo Grupo de
Biomateriais do Laboratdrio de Telecomunicacdes e Engenharia e Ciéncia dos
Materiais (LOCEM) do Departamento de Fisica da Universidade Federal do Ceara
(UFC), foram obtidas de fibras de colageno solavel, completamente processado,
livre de células, lipidios e proteinas imunogénicas, extraido a partir de tecido

conjuntivo de intestino de animais jovens (bovinos).

O colageno anidnico foi preparado de serosa de intestino bovino por hidrélise
alcalina seletiva de cadeias laterais de carboxiamidas de residuos de aminoacidos
asparagina e glutamina presentes nas moléculas de colageno (GOISSIS et al.,
1999). Para hidrolisar os grupos amidas seletivamente, 50g de serosa de intestino
bovino, em estado umido, foram tratadas a 20 °C por 48 h com solucéo alcalina (3 ml
de solucdo/g de tecido), sais (cloridos e sulfatos), bases alcalinas (K" e Na') e
metais alcalinos (Ca®"). Os materiais resultantes foram equilibrados com solucéo
contendo Na,SO,, NaCl, KCl e CaSO, (6 ml de solucdo/g de tecido) por um periodo
de 12 h e o excesso de sal foi removido como descrito anteriormente (GOISSIS,
MORIAK, 1990). Os materiais foram suspendidos em agua desionizada, o pH
ajustado para 3,5 com acido acético puro e a mistura homogeneizada em um
liquidificador. A concentracdo do colageno polianiénico soltuvel foi 10 mg/g, como
determinado pela analise de hidroxiprolina (STEGEMANN; STALDER 1967). O
colageno anidnico soluvel foi dializado 0,13 M, pH 7,4 em tampao fosfato e o
material resultante foi centrifugado a 5.000 rpm a 15°C para formar um gel de
colageno com concentracédo de 30 mg/g. O gel de colageno anidnico foi dispensado
em moldes de acrilico em solug¢édo tampéo fosfato (0,13 mol/L em pH 7,4) e secos
em capela de fluxo laminar. E desejavel apos secagem das membranas uma
concentracéo de colageno por unidade de area da membrana em torno de 1 mg/cm?.
As membranas foram caracterizadas por técnicas como Calorimetria Exploratéria
Diferencial (DSC), Espectroscopia no infravermelho e Microscopia Eletrbnica de
Varredura (Figura 5).
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2.2 Processo de mineralizagdo das membranas de col  &geno polianiénico

A cobertura de apatita sobre as membranas foi realizada pelo processo de
imersdes alternadas descrito por Tagushi et al. (2001) e modificado pelo Grupo de
Biomateriais do LOCEM. As membranas de colageno aniénico (espessura de 0,15
mm), lavadas em agua deionizada, foram mineralizadas (pH 9) em um processo
consecutivo de 0, 25 e 75 ciclos (amostras: CPA, CPA 25 e CPA 75,
respectivamente). Cada ciclo, compreendeu quatro etapas de tratamento em
intervalos de 3 min cada, com solugédo de CaCl, 0,2mol/L (em tamp&o Tris-HCI 0,02
mol/L) e solucdo tampédo de NaH,PO4/Na,HPO, 0,12 mol/L, intercalados por duas
lavagens em agua destilada (2 min cada) para remover o0 excesso de solucdo nao
incorporada a matriz. O grau de mineralizacdo foi dado pelo nimero de ciclos do
processo. Ao final do tratamento as amostras foram secas em capela de fluxo

laminar.

2.3 Reticulacdo das membranas de colageno mineraliz  adas com glutaraldeido
(GA)

As membranas de colageno mineralizadas (0, 25 e 75 ciclos de imersao em
solucdo contendo calcio e fosfato), foram tratadas progressivamente, a temperatura
ambiente, com 50 mL de solucdo de glutaraldeido (preparada em solucdo tampéo
fosfato 0,13 mol/L a pH 7,4) nas concentragbes 0,01% ( 1h ) e 0,05% (7h). Apos a
reacao, as amostras foram imersas em solucao de glicina: borato (0,025 mol/L: 0,05
mol/L a pH 9,2) (3 vezes por 15 min), lavadas em solucdo tampao fosfato 0,13
mol/L  (pH 7,4) e a seguir em agua deionizada (4 vezes por 20min) e secas em
capela de fluxo laminar para os ensaios biol6gicos (amostras: CPA GA, CPA 25GA e
CPA 75GA) (Figura 5).
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Figura 5: Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) de membranas mineralizadas de
colageno (CPA 25GA e CPA 75).
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(A) Com CPA 25GA em aumento de 10000x (10k), verifica-se a formacdo de uma
camada porosa e esponjosa dos cristais de HA, (B) com maior aproximacdo 20000x (20K)
observa-se a presenca de fibras mineralizadas de coldgeno. (C) Com CPA 75: a morfologia
esponja-porosa dos cristais de HA recobre completamente a superficie da membrana,
aumento de 10000x (10k) e (D) aumento de 20000x(20K).

Fonte: llustracdo cedida pelo Prof Dr. Julio Goes, do Departamento de Fisica da UFC.
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2.4 Esterilizagdo das membranas de colageno polian  i6nico

As membranas confeccionadas foram recortadas sobre um papel milimetrado
(quadrados de 5x5 mm, 1° etapa; circulos de 8 mm de diametro, 2°etapa)
embaladas em grau cirargico e enviadas para esterilizacdo por radiacdo gama
(25KYG) (Embrarad, Cotia, Séo Paulo, Brasil) (Figura 6).

Figura 6: Membrana de colageno impregnada com 75 ci clos de hidroxiapatita e
reticulada com glutaraldeido (CPA 75GA).

Membranas fabricadas pelo Departamento de Fisica da Universidade Federal do Ceara.
Essas membranas foram cortadas, sobre um papel milimetrado, em quadrados de 5x5 mm
ou circulos com 8 mm de didmetro e enviadas para esterilizacdo por radiagdo gama. Fonte:
arquivo pessoal.



46

3 MATERIAIS E METODOS INERENTES A 1° ETAPA DO PRESE NTE TRABALHO

3.1 Membranas de colageno polianiénico

Membranas de colageno polianidnico (CPA), obtidas de serosa de intestino
bovino, mineralizadas com hidroxiapatita ( 25°C, em 0, 25 ou 75 ciclos consecutivos
de imersdo em solucéo contendo calcio e fosfato) (pH 9,0) (amostras: CPA, CPA 25,
CPA 75, respectivamente) e reticuladas com glutaraldeido (amostras: CPA GA, CPA
25GA e CPA 75GA, respectivamente) foram usadas. Nesse estudo uma membrana
desmineralizada de cortical 6ssea bovina (Genderm, Genius, Baumer S.A., Brasil) foi

usada como controle.

3.2 Animais

Os procedimentos cirargicos e o protocolo de tratamento foram conduzidos de
acordo com a Comissé&o de Etica em Pesquisa Animal (CEPA, UFC), de acordo com
o protocolo de numero 20/09 (Anexo A). Os animais, provenientes do Biotério
Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia (UFC), foram mantidos sob
condicdes de temperatura entre 22 e 24°C e ciclos de 12h-12h claro e escuro
controlados durante os experimentos. Estes foram alojados em gaiolas apropriadas,
em numero de seis animais em cada uma delas, com alimentacdo balanceada a
base de racdo. A agua foi disponibilizada a vontade. Todos os esforgcos foram
realizados no sentido de reduzir o numero de animais utilizados, a dor, o sofrimento

e 0 estresse dos mesmos.

Foram utilizados para o teste em tecido subcutaneo, 48 ratos machos (Rattus
Norvegicus, albinos, Wistar) com massa corpOrea entre 180 e 200 gramas. Os
animais foram divididos em 7 grupos experimentais de 6 animais cada, onde cada

animal recebeu as diferentes membranas.
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I- Grupo Controle : recebeu a membrana de colageno comercial (Genderm,
Baumer, Brasil).

[I- Grupo CPA: recebeu a membrana de colageno sem impregnacdo com
hidroxiapatita.

llI- Grupo CPA 25: recebeu a membrana de coldgeno com 25 ciclos de
impregnacao com hidroxiapatita.

IV- Grupo CPA 75: recebeu a membrana de colageno com 75 ciclos de
impregnacao com hidroxiapatita.

V- Grupo CPA GA: recebeu a membrana de colageno reticulada com
glutaraldeido e sem impregnacao com hidroxiapatita.

VI- Grupo CPA 25GA: recebeu a membrana de colageno reticulada com
glutaraldeido e com 25 ciclos de impregnacéo com hidroxiapatita.

VII- Grupo CPA 75GA: recebeu a membrana de coldgeno reticulada com

glutaraldeido e com 75 ciclos de impregnagédo com hidroxiapatita.

Os ratos foram anestesiados pela injecéo intra-peritoneal (IP) de tribromo 0,5%
na dose de 500mg/Kg. A tricotomia foi realizada na area dorsal escapular e pélvica
seguida a anti-sepsia com solugdo de alcool iodado. Incisbes horizontais de
aproximadamente 1cm foram realizadas em 7 locais da superficie dorsal na direcado
latero-lateral (Figura 7). Com uma tesoura cirurgica de ponta romba, penetrando
através da incisdo em direcdo caudal, o tecido subcutaneo foi divulsionado até o
ponto onde as membranas (5 x 5 mm) imersas em solucao de fisiolégica de cloreto
de sédio a 0,9% foram posicionadas. As incisdes foram suturadas com fio de seda
4.0 (Ethicon - Johnson & Johnson, Brasil), seguida pela assepsia com alcool iodado.
Os animais foram mantidos sob observacédo em gaiolas unitarias, por 24 horas, para

evitar que se machucassem.

Apés 24 horas, 7, 15, 30, 60 e 120 dias, os animais foram sacrificados pela
administracao intra-peritoneal (IP) de 1,5ml de hidrato de cloral. A pele dorsal foi
raspada e os implantes cirurgicamente removidos junto com uma porcéo do tecido

circunjacente (Figura 8).
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Figura 7: Sete incisbes para colocagdo das membrana s realizadas na regido dorsal

dos ratos.

IncisGes horizontais de aproximadamente 1 cm foram realizadas em 7 locais da superficie
dorsal na direcéo latero-lateral. Fonte: arquivo pessoal.

Figura 8: Remocdo das membranas e tecido circunjace  nte, nos periodos de 1, 7, 15,
30, 60 e 120 dias.

A pele dorsal foi raspada e as membranas cirurgicamente removidas junto com uma porcao
do tecido circunjacente. Fonte: arquivo pessoal.
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Foram coletadas amostras para analises histologicas do infiltrado inflamatério,
atividade de mieloperoxidase, dosagem de citocinas (TNF-a, IL-1f3, IL-10), avaliacédo
da presenca e espessura de capsula fibrosa, imunohistoquimica para

metaloproteinase (MMP-1/8) e avaliacdo da biodegradacéo.
3.3 Parametros avaliados
3.3.1 Andlise histolégica

Em cada experimento, amostras de cada membrana e tecido circunvizinho
foram removidas de cada animal (seis animais por grupo) para analise histologica
(totalizando 36 animais). Os espécimes foram fixados em solucdo de formol
tamponado por 24horas, desidratados em etanol, clarificados com xilol e embebidos
em parafina. A microtomia foi realizada em cortes longitudinais medindo 4um de
espessura e os cortes corados pelo método de hematoxilina e eosina (H&E) para
avaliacdo em microscopio Optico da intensidade do infiltrado inflamatorio,
mensuracao da capsula fibrosa e quantificacdo da biodegradac¢do das membranas.

3.3.1.1 Intensidade do infiltrado inflamatério

Com o objetivo de avaliar o infiltrado inflamatorio, células polimorfonucleares
e mononucleares foram contadas em 5 campos por lamina ao redor da membrana,

em grupos de 6 animais cada (X1000) e analise estatistica foi realizada.
3.3.1.2 Mensuracao da capsula fibrosa

Com o objetivo de avaliar a espessura de cépsula fibrosa, os cortes foram
fotografados no microscopio Leica (40X) e a mensuracéo linear da capsula fibrosa
(um) foi obtida em 3 diferentes localizacdes nas extremidades e parte central de

cada membrana usando software NHImage.
3.3.1.3 Biodegradacgao das membranas

O percentual de reabsorcéao foi examinado nos dias 1, 7, 15, 30, 60 e 120
dias. Para calcular esse valor os cortes de cada grupo foram fotografados no
microscépio Leica (40x) e a &rea total de cada membrana foi mensurada (um?)
usando o software NHImage. A média calculada serviu como unidade para analise

estatistica. A area da membrana de cada grupo foi calculada como porcentagem do
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respectivo grupo basal (dia 1) de acordo com a férmula: média da area das
membranas analisadas nos dia 7, 15, 30, 60 e 120 dias dividido pela média da area
das membranas no grupo basal multiplicado por 100. Considerando que o0 grupo
basal ndo sofreu reabsorcdo (0% reabsorvido), o valor foi subtraido de 100 para

obter o valor de reabsorcao.

3.3.2 Atividade de mieloperoxidase (MPO) no tecido subcutdneo adjacente as

membranas

Nos grupos sacrificados 24 horas e 7 dias ap0s a cirurgia, foi realizada a
andlise da atividade de mieloperoxidase, importante na quantificacdo da inflamacao
aguda. As medidas de atividade da mieloperoxidase foram realizadas nos tecidos
subcutédneos usando uma versdo modificada do método descrito por Bradley,
Christensen, Rothstein (1982) e Bradley et al., (1982).

3.3.3 Dosagem de citocinas (TNF-a, IL-1, IL-10) no tecido subcutaneo adjacente as

membranas

As amostras de tecido subcutaneo adjacente as membranas foram removidas
dos animais nos dias 1 (n=6) e 7 (n=6) para dosagem de citocinas (totalizando 12
animais). Os espécimes foram armazenados em freezer a -70C até que a analise
fosse realizada. O tecido coletado foi homogeneizado e processado como descrito
SaWeh-Garabedian et al. (1995). A deteccdo das concentracdes de TNF-a, IL-13 e
IL-10 foram determinadas pelo método de ELISA, como descrito previamente
(CUNHA et al.,, 1993). As placas foram incubadas durante a noite a 4C com
anticorpo anti-rato TNF-a, IL-18 e IL-10 (2 ug/ml). Apds o bloqueio das placas, as
amostras foram adicionadas a varias diluicbes em duplicatas e incubadas a 4C por
24 h. As placas foram lavadas 3 vezes com solugdo tampéao e o anticorpo policlonal
biotinilado de ovelha anti-TNF-a, anti-IL-1p or anti-IL-10 (diluido 1:1000 com tampao
1% BSA) foi adicionado as placas. ApoOs o periodo de incubacédo a temperatura
ambiente por 1 hora, as placas foram lavadas e 50ul de avidin-HRP (diluicdo 1:5000)
foram adicionados as placas. O reagente colorido o-fenilenodiamina (OPD; 50 pl) foi
adicionado 15 min depois e as placas foram incubadas no escuro 37<C por 15 a 20
min. A reacao enzimatica foi bloqueada com H,SO4 e a absorbéancia mensurada em

490nm. Os valores mensurados foram expressos em picogramas/mililitro (pg/ml).
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3.3.4 Imunohistoquimica para metaloproteinase (MMP1/8)

Imunohistoquimica para metaloproteinase foi realizada com o método de
estreptavidina-biotina-peroxidase em cortes de tecido fixados em formalina,
parafinizados e montados em laminas (4um de espessura) cobertas com poli-L-
lisina. Os cortes foram desparafinados e rehidratados pelo tratamento com xilol e
concentragdes de alcool. ApGs a recuperagdo com antigeno, a peroxidase enddégena
foi bloqueada (15 min) com per6xido de hidrogénio 3% (v/v) e os cortes foram
lavados com tampéo fosfato (PBS). Os cortes foram incubados durante a noite (4C)
com o anticorpo policlonal primario para coelho MMP-1/8 (H-300) diluido em 1:200
em PBS adicionado a albumina de soro bovino (PBS-BSA). Os cortes foram
posteriormente incubados com anticorpo biotinilado de cabra anti-coelho diluido
1:400 em PBS-BSA. Apoés lavagem, os cortes foram incubados com avidina-biotina-
horseradish peroxidase conjugada (Strep ABC complexo de Vectastain® ABC
Reagent e solucao substrato de peroxidase) por 30 min, de acordo com o0 protocolo
de Vectastain. Metaloproteinase foi visualizada com o croméforo 3,3-
diaminobenzidina (DAB). Os cortes de controle negativo foram processados
simultaneamente como descrito acima, mas o0 primeiro anticorpo foi substituido com
5% PBS-BSA. Os cortes foram contra-corados com Harry’'s hematoxilina,
desidratado em concentracdes de alcool, clarificados em xilol e cobertos com
laminulas. Quatro cortes de cada grupo foram processados. O tecido circunvizinho
das 2 extremidades de cada membrana foram fotografados com o microscoépio Leica
(400x) e analisadas pelo sistema de analise morfométrica (SAMM), um programa de
computador que captura o percentual de coloracdo marrom com objetivo de
quantificar o grau de coloragcao por metaloproteinase (Figura 9).
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Figura 9: Analise por imunohistoquimica para metalo proteinase pelo sistema de

analise morfométrica (SAMM).

Lontagem

Este programa de computador captura o percentual de coloragdo marrom com objetivo de
quantificar o grau de coloracéo por metaloproteinase. Fonte: arquivo pessoal.
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4 MATERIAIS E METODOS INERENTES A 2° ETAPA DO PRESENTE
TRABALHO

4.1 Membrana de colageno polianionico

Membranas de coldgeno polianiénico de serosa de intestino bovino (CPA)
mineralizadas a 25°C em 0, 25 ou 75 ciclos consecutivos de imersdo com
hidroxiapatita (pH 9,0) e reticuladas com glutaraldeido (CPA GA, CPA 25GA e CPA
75GA, respectivamente) foram testadas nesta segunda etapa, por terem
apresentado os melhores resultados nas andalises de biocompatibilidade e
biodegradacdo. O preparo dessas membranas, assim como a mineralizacdo e a
reticulacdo com glutaraldeido foram descritos anteriormente. Utilizou-se uma
membrana desmineralizada de cortical éssea bovina (Genderm, Genius, Baumer

S.A., Brasil) como controle.

4.2 Animais

Os procedimentos cirargicos e o protocolo de tratamento foram conduzidos de
acordo com a Comissé&o de Etica em Pesquisa Animal (CEPA, UFC), de acordo com
0 protocolo de numero 25/10 (Anexo B). Os animais, provenientes do Biotério
Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia (UFC), foram mantidos sob
condicbes de temperatura entre 22 e 24°C e ciclos de 12h-12h claro e escuro
controlados durante os experimentos. Estes foram alojados em gaiolas apropriadas,
em numero de seis animais em cada uma delas, com alimentacdo balanceada a
base de racdo. A agua foi disponibilizada a vontade. Todos os esfor¢cos foram
realizados no sentido de reduzir o nimero de animais utilizados, a dor, o sofrimento
e 0 estresse dos mesmos.

Cento e noventa ratos machos (Rattus norvegicus, albinos, Wistar), pesando
entre 200-300 g, foram utilizados. Os animais foram divididos nos seguintes grupos

experimentais:
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I-  Grupo Sham : defeito cirargico ndo coberto por membrana de colageno.

[I- Grupo Controle : defeito cirdrgico coberto por membrana de colageno
comercial (Genderm, Baumer, Brasil).

lll- Grupo CPA GA: defeito cirdrgico coberto com membrana de colageno
polianidénico (CPA), reticulada com glutaraldeido e sem impregnacdo com
hidroxiapatita.

IV- Grupo CPA 25GA : defeito cirdrgico coberto com membrana de colageno
polianiénico (CPA), reticulada com glutaraldeido e impregnada com 25
ciclos de hidroxiapatita.

V- Grupo CPA 75GA : defeito cirargico coberto com membrana de colageno
polianiénico (CPA), reticulada com glutaraldeido e impregnada com 75

ciclos de hidroxiapatita.

Os ratos foram anestesiados pela injecao intra-peritoneal (IP) de tribromo a
0,5% (0,1 mL/100g de peso). Apés a assepsia com alcool iodado, uma incisdo semi-
lunar foi realizada no escalpo na regido posterior da calvaria, permitindo o
levantamento de um retalho de espessura total em direcdo anterior. Um defeito
0sseo critico de 5,25 mm de diametro, foi realizado com broca trefina (Conexéao,
Brasil) em baixa rotacdo sob copiosa irrigagdo com soro fisiolégico, com
profundidade equivalente a espessura da calvaria. O defeito incluiu a sutura sagital.
Cada defeito 0sseo criado foi recoberto com uma das varias membranas analisadas,
recortadas em forma de disco, com 8mm de diametro, de acordo com cada grupo
(Figura 10). As membranas nao foram fixadas ao 0ssoO subjacente, apenas
posicionadas e mantidas em posicao pelo reposicionamento e sutura do tecido mole
(Catgut simples 5.0, Plast Suture, Brasil). Cada grupo foi sacrificado com altas doses
de hidrato de cloral, 24 horas (6 animais por grupo), 4 (6 animais por grupo), 8 (8
animais por grupo) ou 12 (12 animais por grupo) semanas ap0s o procedimento
cirdrgico (totalizando 160 animais). A area do defeito cirdrgico e o tecido
circunjacente foram removidos em bloco e fixados em formol tamponado a 10% por
24 horas. ApOs a realizagdo da radiografia digital e tomografia computadorizada, os
blocos foram descalcificados com &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 10%, por
aproximadamente 30 dias. Apdés a descalcificacdo da calvaria, seccionou-se com

lamina de bisturi a area envolvendo o defeito cirargico e em seguida os blocos foram
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processados e embebidos em parafina. Cortes com espessura de 4um foram
realizados em direcdo longitudinal iniciando proxima ao centro do defeito cirdrgico.
Os cortes foram corados em hematoxilina e eosina para analise em microscopia
Optica. Os grupos nos quais os animais foram sacrificados 24 horas apos o

procedimento cirdrgico foram chamados de grupos basais (Figura 10).

Figura 10: Sequéncia do procedimento cirargico real izado para criagdo do defeito

6sseo-critico em calvaria de ratos.

ApOs a assepsia com alcool iodado, uma incisdo semi-lunar foi realizada no escalpo na
regido posterior da calvéria (A), permitindo o levantamento de um retalho de espessura total
em direcao anterior (B). Um defeito 6sseo critico de 5,25 mm em diametro, foi realizado com
broca trefina (C), O fragmento da calota seccionado foi removido cuidadosamente com
cureta cirurgica (D e E). O defeito 6sseo criado foi coberto com um disco de cada grupo de
membranas utilizadas (8mm de didmetro), nenhum tipo de fixacdo das membranas ao 0sso
foi utilizada (F). Fonte: arquivo pessoal.
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4.3 Parametros avaliados

4.3.1. Avaliacédo da formacéo 6ssea

4.3.1.1 Radiografia digital

Radiografias digitais de todos os espécimes foram realizadas usando o
aparelho de raios X (Spectro 70X Seletronic, Dabi Atlante, Sdo Paulo, SP, Brasil) e
sensor digital, usando os seguintes parametros: 8 mA, 70 kVp, distancia foco/filme
de 8 cm e tempo de exposi¢do de 0,1 s. As imagens digitais dos espécimes foram
analisadas com o programa NIHImageJ. O valor médio da éarea radiolicida em
pixel/mm foi mensurado para comparar a quantidade de tecido mineralizado
produzido em resposta a cada tipo de membrana utilizada. A area radioltcida é
inversamente proporcional a quantidade de osso formado. As mensuracdes da area
radiolicida foram realizadas em todos os grupos experimentais 4, 8 e 12 semanas
apos o procedimento cirdrgico. O grupo de animais, sacrificados 24 horas apos a
cirurgia (grupo basal), foi utilizado como referéncia para as medidas do defeito ésseo
original, uma vez que néo foi observada formacgéo éssea nas primeiras 24 horas.

Dessa forma, a neo-formacdo O6ssea em cada grupo foi calculada como
porcentagem em relacdo ao grupo basal de acordo com a seguinte formula: média
da area radiollcida de cada grupo apos 4, 8 e 12 semanas multiplicado por 100 e
dividido pela média da area radioltcida do grupo basal. Como a area radiollcida do
grupo basal corresponde a 100%, o valor resultante foi subtraido de 100, para

corresponder ao valor de neo-formacéo 6ssea.

4.3.1.2 Tomografia computadorizada

Tomografias computadorizadas foram realizadas utilizando o aparelho de
tomografia CT Scanner PreXion 3D (PreXion Co., Ltd. Tokyo, Japan) (90 kV / 4 mA,
Resolugcdo 608 x 616, 200 ym). O melhor corte tomogréfico envolvendo o defeito
0sseo de cada animal foi selecionado para o célculo da area radiollicida 4 e 12
semanas apos a cirurgia, com o programa NIHImageJ (Figura 11). Em seguida, o

valor médio da area radiolticida em mm? de cada grupo foi mensurado para avaliar a
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guantidade de tecido mineralizado produzido em resposta a cada tipo de membrana
utilizada, uma vez que a area radiollucida é inversamente relacionada a formacao
0ssea. O grupo de animais, sacrificados 24 horas apos a cirurgia (grupo basal), foi
utilizado como referéncia para as medidas do defeito 6sseo original, uma vez que

nao foi observada formacgéo dssea nas primeiras 24 horas.
4.3.1.3 Densidade radiografica

Adicionalmente, 12 semanas ap6s o procedimento cirdrgico, foi realizada a
analise da densidade radiografica, ou seja, dos niveis de cinza, de uma area de
interesse de 35 mm?, selecionada no defeito 6sseo de cada animal e expressa em
graus de cinza (Figura 11). Densidade radiografica é uma unidade logaritmica que
descreve a relagdo entre a luz que atinge o filme e luz sendo transmitida através do
filme. A maior densidade radiografica representa areas mais opacas do filme, e
areas de menor densidade, mais transparentes do filme. Dessa forma, essas leituras
possibilitam o acompanhamento da evolu¢cdo das neoformacdes ésseas de forma
padronizada. Nesse sistema, o diagnostico fundamenta-se na deteccdo de
diferentes densidades entre imagens que representam as alteracbes da
neoformacgéo Ossea. As areas de formacdo 0ssea estdo correlacionadas com maior
densidade radiografica (MARTINS et al., 2009). O valor médio da densidade

radiogréafica obtida de cada grupo foi utilizado para analise estatistica.
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Figura 11: Visualizacdo das calotas cranianas capta  das pelo aparelho de tomografia

computadorizada Scanner PreXion 3D

(A) Visualizacdo das calotas cranianas. (B) O melhor corte tomogréfico envolvendo o
defeito 6sseo foi selecionado e as imagens digitais dos espécimes foram analisadas com o
programa NIHImageJ . Realizavam-se medi¢Bes da area radiollcida, bem como analise da
densidade radiogréfica na area referente a regido de interesse do defeito cirtrgico (35mm?).
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4.3.2 Andlise histologica

Dois cortes histolégicos de cada animal, representando aproximadamente o
centro do defeito cirdrgico, foram selecionados com o objetivo de aumentar a
confiabilidade dos dados obtidos através da radiografia digital e tomografia
computadorizada no que diz respeito a neo-formacdo 0ssea. A analise histolégica
permitiu, ainda, avaliar a presenca de capsula fibrosa envolvendo essas
membranas, a fim de calcular a porcentagem de animais, dentro de cada grupo, que
apresentavam capsula nos diversos periodos de observacdo. Avaliou-se também a
reabsorcdo sofrida por cada tipo de membrana atraveés de imagens capturadas por
uma camera acoplada ao microscopio Optico (aumento de 40x) da regido de
interesse, correspondente as bordas de cada defeito O6sseo. A partir dessas

avaliagBes os seguintes escores foram atribuidos:

Escore 0: Membrana nao reabsorvida.

Escore 1: 0 a 25% da membrana reabsorvida.
Escore 2: 26 a 50% da membrana reabsorvida.
Escore 3: 51 a 75% da membrana reabsorvida.

Escore 4: 76 a 100% da membrana reabsorvida.

4.3.3 Atividade de mieloperoxidase (MPO) no tecido subcutaneo adjacente ao

defeito da calvéaria

A atividade de MPO foi mensurada no tecido subcutaneo adjacente ao defeito
da calvaria, usando uma versdo modificada de Bradley, Christensen, Rothstein
(1982) e Bradley et al., (1982). Os animais tiveram a amostra do tecido subcutaneo
adjacente ao defeito da calvaria removido 24 horas ap0s o procedimento cirdrgico
para analise da atividade de MPO (totalizando 30 animais). Os espécimes foram
armazenados a -70C até que o ensaio fosse realizado. O tecido foi pesado e
triturado usando uma Polytron Ultraturrax em solucdo tamponada gelada
(hexadecyltrimethylammonium bromide-HTAB), e o homogenato centrifugado a 4C

por 15 min (4.200 rpm). O supranadante foi coletado para analise no teste de enzima
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ligada a imunossorbancia (ELISA) e os valores foram expressos como unidade MPO
por miligrama de tecido.

4.3.4 Dosagem de citocinas (TNF-a, IL-1B) no tecido subcutaneo adjacente ao

defeito da calvaria

Os animais tiveram a amostra do tecido subcutaneo adjacente ao defeito da
calvaria removido 24 horas ap0s o procedimento cirdrgico para dosagem de
citocinas (totalizando 30 animais, os mesmos utilizados para dosagem de MPO). Os
espécimes foram armazenados em freezer a -70C até que a andlise fosse
realizada. O tecido coletado foi homogeneizado e processado como descrito
SaWeh-Garabedian et al. (1995). A deteccao das concentragbes de TNF-a, IL-13
foram determinadas pelo método de ELISA, como descrito previamente (CUNHA et
al., 1993). As placas foram incubadas durante a noite a 4C com anticorpo anti-rato
TNF-a e IL-18 (2 ng/ml). Apés o bloqueio das placas, as amostras foram adicionadas
a varias diluicbes em duplicatas e incubadas a 4C por 24h. As placas foram lavadas
3 vezes com solucao tampéao e o anticorpo policlonal biotinilado de ovelha anti-TNF-
a ou anti-IL-18 (diluido 1:1000 com tampéao 1% de albumina bovina sérica, BSA) foi
adicionado as placas. Apos o periodo de incubacdo a temperatura ambiente por 1
hora, as placas foram lavadas e 50ul de avidin-HRP (diluicdo 1:5000) foram
adicionados as placas. O reagente colorido o-fenilenodiamina (OPD; 50 ul) foi
adicionado 15 min depois e as placas foram incubadas no escuro 37C por 15 a 20
min. A reacdo enzimética foi bloqueada com H,SO,, e a absorbancia mensurada a

490nm. Os valores mensurados foram expressos em picogramas/mililitro (pg/ml).

5 ANALISE ESTATISTICA
Andlise de Variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni foi usada

para comparar a média dos valores observados. A probabilidade do valor p <0,05 foi
considerada ter diferenca estatistica. Ambas as analises foram executadas usando o

programa Prism 3 software (Graph-Pad Software Inc., USA).
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6 RESULTADOS INERENTES A 1° ETAPA DO PRESENTE TRABALH O

6.1 Analise histoldgica
6.1.1 Intensidade do infiltrado inflamatoério

Células polimorfonucleares- No dia 1, todos 0s grupos apresentaram reacao
inflamatoria aguda, mas apenas o grupo CPA apresentou aumento estatisticamente
significativo de células polimorfonucleares/campo comparado com 0 grupo controle
(*p<0,05). Os grupos cujas membranas foram reticuladas com glutaraldeido (CPA
GA, CPA 25GA e CPA 75GA) apresentaram um reduzido infiltrado de
polimorfonucleares comparado com o grupo CPA, sem reticulacéo (#p<0,05). No dia
7, a reacdo diminuiu em todos o0s grupos, mas O numero de
polimorfonucleares/campo foi estatisticamente maior no grupo CPA 25 e CPA 75,
guando comparado com o grupo controle (*p<0,05). Neste periodo, o grupo CPA 75
mostrou um grande numero destas células comparado ao grupo CPA (#p<0,05). No
dia 15, o infiltrado de polimorfonucleares no grupo CPA 25 ainda se apresentou alto
em relacdo ao grupo controle (*p<0,05) e CPA (#p<0,05). No dia 30, o infiltrado

inflamatorio agudo desapareceu em todos os grupos (Figura 12A).

Células mononucleares- Nos dias 1 e 7, o numero de células
mononucleares/campo foi baixo em todos os grupos. Apo6s o dia 15, o niumero de
mononucleares por campo comecou aumentar e no dia 30, o numero de células
mononucleares/campo nos grupos CPA, CPA 25 e CPA 75 aumentou em relagéo ao
controle (*p<0,05). Os grupos CPA GA, CPA 25GA e CPA 75GA néao apresentaram

infiltrado mononuclear significante em comparacao ao controle (Figura 12B).
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Figura 12: Efeito das membranas de colageno implant  adas em tecido subcuténeo na

contagem de leucdcitos.
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Cada ponto representa a média tEPM. A) células polimorfonucleares por campo de 6
animais, B) células mononucleares por campo de 6 animais. *P<0,05 representa diferenca
estatistica em relacdo ao grupo controle. #P<0,05 representa diferenca estatistica em
relacdo ao grupo CPA. Os dados foram analisados pelos testes de Andlise de Variancia
(ANOVA) e Bonferroni.



63

6.1.2 Mensuracédo da capsula fibrosa

No dia 7, a cépsula fibrosa na regido da extremidade da membrana
apresentava-se mais espessa nos grupos sem reticulacado (CPA, CPA 25 e CPA 75),
comparando-se ao grupo controle (*p<0,05). No dia 15, as membranas controle e a
CPA foram reabsorvidas e a capsula desapareceu. A capsula envolvendo as
membranas CPA 25 e CPA 75 diminuiu sua espessura e esta reducao foi
estatisticamente diferente do grupo controle (*p<0,05). No dia 30, as capsulas
envolvendo as membranas dos grupos com reticulacdo (CPA GA, CPA 25GA e CPA
75GA) tornaram-se mais espessas, com diferenca estatistica em relacdo ao grupo
controle (*p<0,05). As cépsulas dos grupos CPA 25 e CPA 75 embora houvessem
reduzido a espessura se comparado ao dia 7, ainda se apresentavam

estatisticamente diferentes do grupo controle (p*<0,05) (Figura 13A).

Os dados referentes a capsula fibrosa na regido lateral a membrana,
apresentaram-se similares aos dados obtidos na extremidade, com excecdo que no
dia 7 a 15, a capsula do grupo CPA 25 ainda continuava aumentando em espessura.
No dia 30, a espessura da cépsula fibrosa dos grupos CPA, CPA 25, CPA 75, CPA
GA, CPA 25 GA e CPA 75GA foi superior a 150um (Figura 13B).

6.1.3 Biodegradacgao das membranas

Apdés 15 dias, as membranas do grupo controle foram completamente
reabsorvidas. Em alguns animais, no grupo CPA, apenas residuos das membranas
puderam ser observados apos 30 dias. As membranas impregnadas com
hidroxiapatita (CPA 25, CPA 75) sofreram intensa reabsorcdo. Contrariamente, as
membranas impregnadas com hidroxiapatita e reticuladas com glutaraldeido (CPA
GA, CPA 25GA, CPA 75GA) estavam intactas no periodo de observagdo de 120
dias. As membranas com glutaraldeido mostraram-se mais biocompativeis e se
mantiveram livre de biodegradacdo nos diversos periodos de observacdo (Figura
14).



Figura 13: Espessura de capsula fibrosa formada na

membranas.
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Mensuracao linear realizada pelo programa NHImage. Cada ponto representa a média +
EPM de 6 animais. *P<0.05 representa diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle.
Os dados foram analisados pelos testes de Andlise de Variancia (ANOVA) e Bonferroni.
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Figura 14: Percentual de reabsorcdo da area da memb rana em relacdo ao 1° dia de

cada grupo.
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As membranas dos grupos controle e CPA foram totalmente reabsorvidas, as dos grupos
CPA 25 e CPA 75 sofreram reabsorcao parcial, ja as dos grupos CPA GA e CPA 75 GA néo

sofreram reabsor¢ao periodo de 120 dias.

As figuras 15, 16 e 17 mostram o aspecto microscopico das membranas e do
tecido subcutaneo adjacente dos ratos, no periodo de 30, 60 e 120 dias. CPA
mostrou completa reabsorgéao (A); CPA 25 e CPA 75 mostraram reabsorcao parcial
(B e C, respectivamente); CPA GA, CPA 25GA e CPA 75GA (D, E e F,
respectivamente) mostram membranas preservadas e presenca de capsula fibrosa

(seta preta) apds o periodo de 120 dias.



Figura 15: Aspecto microscopico das membranas (CPA) implantadas no tecido
subcutaneo dos ratos, apos trinta dias.

As membranas e os tecidos circunjacentes foram removidos e processados com
hematoxilina/eosina. As fotomicrografias representam: A) CPA, B) CPA 25, C) CPA 75, D)
CPA GA, E) CPA 25GA, F) CPA 75GA. As setas mostram a capsula fibrosa ao redor das
membranas. Barra= 250um (X40).
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Figura 16: Aspecto microscopico das membranas (CPA) implantadas no tecido

subcutaneo dos ratos, apos sessenta dias.

As membranas e o0s tecidos circunjacentes foram removidos e processados com
hematoxilina/eosina. As fotomicrografias representam: A) CPA, B) CPA 25, C) CPA 75, D)
CPA GA, E) CPA 25GA, F) CPA 75GA. As setas mostram a capsula fibrosa ao redor das
membranas.
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Figura 17: Aspecto microscopico das membranas (CPA) implantadas no tecido

subcutaneo dos ratos, apos 120 dias.

As membranas e o0s tecidos circunjacentes foram removidos e processados com
hematoxilina/eosina 120 dias ap6s a implantacdo das membranas. As fotomicrografias
representam: A) CPA, B) CPA 25, C) CPA 75, D) CPA GA, E) CPA 25GA, F) CPA 75GA. As
setas mostram a capsula fibrosa ao redor das membranas.
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6.2 Atividade de mieloperoxidase (MPO) no tecido su  bcutédneo adjacente as

membranas
N&o houve diferenca estatistica dentro dos grupos com relacéo a atividade de
MPO, embora as membranas CPA, CPA 25 e CPA 75 apresentem valores mais

elevados dessa enzima no dia 7 (Figure 18 A e B).

Figura 18: Atividade de mieloperoxidase (MPO) no te cido subcutdneo adjacente as

membranas.
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Os animais foram sacrificados no 1°e 7°dias (A, B , respecticamente), e as membranas e
tecidos circunjacentes removidos para 0 ensaio. As barras representam a média + EPM
de 6 animais. Os dados foram analisados pelos testes de Andlise de Variancia (ANOVA) e

Bonferroni.
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6.3 Dosagem de citocinas (TNF- a, IL-18, IL-10) no tecido subcutaneo adjacente

as membranas

Foi observado aumento significativo (*p<0,05) da citocina pré-inflamatéria
TNF-a nos grupos CPA, CPA 25, CPA 75 e CPA 25GA guando comparado ao grupo
controle. Os grupos com ligacdo cruzada (CPA GA, CPA 25GA, CPA 75GA)
apresentaram reduzidos niveis de TNF-a em relacdo ao grupo CPA (#p<0,05). No
dia 7, os niveis desta citocina estavam altos nos grupos CPA e CPA 75, comparado
ao grupo controle (*p<0,05), enquanto todos 0s outros grupos apresentaram niveis
reduzidos de TNF-a.

Os niveis da citocina pro-inflamatoéria IL-1p apresentavam-se elevados nos
grupos sem reticulacdo (CPA, CPA 25 e CPA 75) nos dias 1 e 7 comparado ao
controle (*p<0,05), enquanto 0s grupos que receberam membranas reticuladas com
glutaraldeido apresentaram reduzidos niveis de IL-1 quando comparado ao grupo
CPA no dia 1 (#p<0,05); entretanto apenas CPA 75GA apresentou niveis reduzidos
significativamente de IL-1B no dia 7, se comparado ao grupo CPA (#p<0,05).

Observou-se niveis elevados da citocina anti-inflamatoéria IL-10 no dia 1 em
todos os grupos quando comparados ao controle (*p<0,05), e no dia 7, nos grupos
com ligacdo cruzada em relacdo ao grupo controle (*p<0,05) e ao grupo CPA
(#p<0,05) (Figura 19).
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Figura 19: Efeito da dosagem de citocinas no tecido subcutaneo adjacente as
membranas.
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Apbés o sacrificio dos animais uma amostra do tecido subcutdneo foi removido para
dosagem das citocinas TNF-a (A, B) IL-18 (C, D), IL-10 (E, F) no 1°e 7 ° dias,
respectivamente. As barras representam a média + EPM de 6 animais. *P<0,05 representa
diferencas estatisticas em relacdo ao grupo controle. #P<0,05 representa diferencas
estatisticas em relagdo ao grupo CPA. Os dados foram analisados pelos testes de Andlise
de Variancia (ANOVA) e Bonferroni.
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6.4 Imunohistoquimica para metaloproteinase (MMP1/8 )

A andlise do percentual de coloracdo marrom na imunohistoquimica para
metaloproteinase (MMP1/8) apresentou marcacao intensa em todos 0S grupos
avaliados sem apresentar, no entanto, diferencas estatisticas entre 0s grupos
(Tabela 1). Observou-se a presenca de grande quantidade de fibroblastos e
macréfagos, células responsaveis pela producdo de metaloproteinase 1 (MMP-1).
N&o foram encontradas células inflamatdrias, como neutréfilos, que podem ser

responsaveis pela producdo de metaloproteinase 8 (MMP-8) (Figura 20).

Tabela 1 - Imunohistoquimica para metaloproteinase (MMP1/8) nos tecidos

subcutaneos adjacentes as membranas em ratos.

GRUPOS % DENSIDADE
Controle 8,14 + 6,11
CPA 6,93 £ 4,48
CPA 25 6,42 + 5,27
CPA 75 5,40 £ 0,68
CPA GA 10,69 + 2,42
CPA 25GA 14,57 + 4,62
CPA 75GA 11,88 + 4,66

Legenda: Avaliacdo da marcacao imunohistoquimica para metaloproteinase pelo sistema de
analise morfométrica (SAMM), um programa que captura o percentual da coloragdo marrom
com objetivo de quantificar a expressdo dessa enzima. Os animais dos diversos grupos
foram sacrificados 7 dias ap6s a implantagdo das membranas e uma amostra de tecido
subcutaneo ao redor de cada membrana foi removido e processado para 0 ensaio de
imunohistoquimica para metaloproteinase. Os dados representam o percentual de
densidade de coloracao e representam a média + EPM de 6 animais.
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Figura 20 - Imunohistoquimica para metaloproteinase (MMP1/8) no s tecidos
subcutaneos adjacentes as membranas em ratos.

SR
s i’

k. o A FOeNEL PR s h TR x ol
& :*-- i ” A4 ; ot e W [~ad % t o
3 7 A i \ e 3 .
Je b 7 & : e 4 V5, X A Y L : ]
i ! % P Ben 3 g \ ) %
j £  Foied ¢ K A T - 3
: 5 el o Sl b ~ ‘ L3
Ay - 5 b 3 s e .
) A ] 7 \
y 2 e Q * \ \.I %
A
,‘ F oy Ll\\ 4 > :
b f’ d b L4
N
N &S \
. ¢ i\

- ‘i ..l':" i ﬁf - 2 y
? %"! * (ﬂ! i ‘.r s < : ] A 3
iy 4 A £ 4 y
(AR A DTS §e 0
4 40 Y

1a ) g ‘,’ 'T_.':.TI.' .1-','_13’1_;:,” B 1 w
1 %% Ghie At -
| "‘f:of"'ni LN ",H

N



Figura 20 - Imunohistoquimica para metaloproteinase
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(MMP1/8) nos tecidos

subcutaneos adjacentes as membranas em ratos (Cont. )
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Avaliacdo da marcagéo

imunohistoquimica para MMP1/8 pelo sistema de analise

morfométrica (SAMM), um programa que captura o percentual da coloragdo marrom com
objetivo de quantificar a expressdo dessa enzima. Os animais dos diversos grupos foram
sacrificados 7 dias ap6s a implantagdo das membranas e uma amostra de tecido
subcutédneo ao redor de cada membrana foi removido e processado para o ensaio de
imunohistoquimica para metaloproteinase. A) controle, B) CPA e C) CPA 25GA. A seta preta
representa fibroblasto e a seta vermelha representa macréfago. Aumento de 1000X.
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7 RESULTADOS INERENTES A 2° ETAPA DO PRESENTE TRABA LHO

7.1 Avaliacéo da formacao 6ssea

7.1.1 Radiografia digital

ApoOs 4 semanas, 0s grupos experimentais (CPA GA, CPA 25GA e CPA 75GA)
exibiram um reducdo da éarea radiolucida (pixel/mm), apresentando diferenca
estatistica em relacdo ao grupo basal (grupo sacrificado 24 horas apdés o
procedimento cirdrgico) (*p<0,05) (Figura 21A). Ap6s 8 semanas, a area radioltcida
de todos os grupos experimentais (CPA GA, CPA 25GA e CPA 75GA) e do grupo
controle apresentava-se significativamente menor (*p<0,05) em relacdo ao grupo
basal (Figura 21B). Apds 12 semanas observamos que somente 0S grupos
experimentais CPA GA, CPA 25GA apresentaram diferenca estatistica se

comparados as grupo basal (Figura 21C).



76

Figura 21: Radiografia digital 4 (A), 8 (B) e 12 (C ) semanas ap0s o procedimento
cirdrgico.
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A barra representa o valor médio + o erro padrdo da média (SEM). *P<0,05 representa a
diferenca estatistica comparada com o grupo basal (24 horas apdés o procedimento

cirargico). Os dados foram analisados pelos testes de Analise de Varidncia (ANOVA) e
Bonferroni.
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Percentual de neo-formacao 6ssea:

A figura 22 mostra o percentual de formacédo 6ssea 4, 8 e 12 semanas apos o
procedimento cirurgico. Foi observado, em todos os grupos experimentais (CPA GA,
CPA 25GA e CPA 75GA), 4 semanas apo0s a implantacdo das membranas, um
aumento de aproximadamente 40% na formacdo éssea em relacdo aos grupos
Controle e Sham, ambos apresentando um percentual proximo de 20%. As analises
da formacdo Ossea realizadas 8 e 12 semanas apds a cirurgia apresentaram
resultados semelhantes, observado-se um aumento na formagdo 6ssea nos grupos
controle, CPA, CPA 25GA e CPA 75GA em torno de 40 a 50%, enquanto no grupo
Sham a neo-formacdo 0Ossea continuou proxima de 20%. O grupo de CPA GA
apresentou o melhor resultado ao longo das 12 semanas de avaliagdo em torno de
50% de formacao Ossea.

Figura 22: Percentual de neo-formacgéo 6ssea 4, 8 e 12 semanas apds o procedimento

cirurgico.
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A area radioltcida de cada grupo foi calculada como porcentagem em relagdo a area do
grupo basal de acordo com a seguinte formula: média da &rea radiollcida de cada grupo
apos 4, 8 e 12 semanas, multiplicado por 100 e dividido pela média da area radioliscida do
grupo basal. Como area radiollscida do grupo basal corresponde a 100%, o valor resultante
foi subtraido de 100, para corresponder ao valor de neo-formacao 0ssea.
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7.1.2 Tomografia computadorizada

Apds 4 semanas, 0s grupos experimentais (CPA GA, CPA 25GA e CPA
75GA) exibiram uma menor area radiollcida, estatisticamente significante, se
comparados com o grupo basal (*p<0,05) (Figura 23A). ApGs 12 semanas, apenas
0s grupos experimentais CPA GA, CPA 25GA apresentaram diferenca estatistica em

relacdoao grupo basal (*p<0,05) (Figura 23 B).

Na figura 24, podem-se visualizar as imagens obtidas pelas radiografias
digitais e tomografias computadorizadas 12 semanas ap0s 0s procedimentos
cirdrgicos, realizadas no mesmo animal. Observamos claramente uma reducédo na
area radiolucida nas imagens radiograficas e tomograficas dos grupos CPA GA (C e
Ci1) e CPA 25GA (D e D;) em relacao aos grupos sham (A e A;) e controle (B e B,).
Observamos, ainda, que tomografia computadorizada fornece imagens com maior
definicdo das bordas do defeito 0sseo em relacdo as imagens obtidas pela
radiografia digital, oferecendo maior facilidade e confiabilidade na avaliagdo da neo-

formacao Ossea.
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Figura 23: Tomografia computadorizada 4 (A) e 12 (B ) semanas apés o procedimento

cirdrgico.
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O valor médio da &rea radioliscida (mm?) de cada grupo foi mensurado para comparar a
quantidade de tecido mineralizado produzido em resposta a cada tipo de membrana
utilizada. A barra representa o valor médio + o erro padrdo da média (SEM). *P<0,05
representa a diferenca estatistica comparada ao grupo basal (24 horas apés o procedimento
cirargico). Os dados foram analisados pelos testes de analise de variancia (ANOVA) e

Bonferroni.
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Figura 24: Comparacdo entre as imagens visualizadas pela radiografia digital e
tomografia computadorizada 12 semanas ap0s o proced  imento cirdrgico.

As imagens correspondem: A) grupo Sham, B) grupo Controle, C) grupo CPA GA, D) grupo
CPA 25GA e E) grupo CPA 75GA. As imagens A, B, C, D e E, correspondem as

radiografias digitais; as imagens Al, Bl, C1, D1 e E1, correspondem as tomografias
computadorizadas do mesmo animal.
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7.1.3 Densidade radiografica

Apos 12 semanas observou-se que 0s grupos controle e de CPA GA, CPA
25GA e CPA 75GA apresentaram densidades similares e com diferenca estatistica

em relacdo ao grupo Sham (**p<0,05) (Figura 25).

Figura 25: Densidade, obtida pela tomografia comput  adorizada, 12 semanas apds o

procedimento cirargico.
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O valor médio densidade radiografica de cada grupo foi mensurado para comparar a
guantidade de tecido mineralizado produzido em resposta a cada tipo de membrana
utilizada. A barra representa o valor médio + o erro padrdo da média (SEM). **P<0,05
representa a diferenca em relacdo ao grupo Sham. Os dados foram analisados pelos testes
de Analise de Variancia (ANOVA) e Bonferroni.
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7.2 Analise histoldgica

A analise histologica da area correspondente ao defeito cirdrgico realizada 4
semanas apos a implantacdo das membranas revelou uma reabsor¢do acentuada
das membranas do grupo controle (Tabela 2; Fig. 26B). Nos grupos experimentais
CPA GA e CPA 25GA as membranas apresentam-se integras (Tabela 2; Fig. 26C e
26D, respectivamente), enquanto o grupo CPA 75GA mostrou sinais de reabsorcgéo
das membranas (Tabela 2; Fig. 26E).

Apoés 8 semanas do procedimento cirlrgico, apenas 0s grupos controle e CPA
75GA mostraram sinais de reabsorcdo acentuada (Tabela 3; Fig. 27B e 27E,
respectivamente), enquanto nos grupos CPA GA e CPA 25GA as membranas

continuavam integras (Tabela 3; Fig. 27C e 27D, respectivamente).

As membranas do grupo controle apresentaram-se totalmente reabsorvidas
12 semanas apo0s a cirurgia (Tabela 4; Fig. 28B), enquanto as membranas do grupo
CPA 75GA apresentavam-se em acentuado estado de reabsorcao (Tabela 4; Fig.
28E). As membranas do grupo CPA GA e CPA 25GA permaneceram integras,
mesmo no maior periodo de observacgao, correspondente a 12 semanas (Tabela 4;

Fig. 28C e 28D, respectivamente).

A avaliacdo histologica realizada 4 semanas ap0s o procedimento cirargico
revelou, ainda, a presenca de capsula fibrosa ao redor das membranas em todos 0s
animais dos grupos CPA GA e CPA 25GA e em 80% dos animais dos grupo CPA
75GA, enquanto néo foi observada a formacéo de capsula fibrosa no grupo controle
(Tabela 2).

ApOs 8 semanas, foi encontrada capsula fibrosa contornando apenas algumas
membranas do grupo controle (37,5%), enquanto as membranas dos grupos CPA
GA e CPA 25GA encontraram-se envoltas por espessa capsula fiborosa em todos os
animais (100%) e no grupo CPA 75GA a presenca de capsula fibrosa foi observada

em aproximadamente 60% dos animais (Tabela 3).

Apos 12 semanas da implantacdo das membranas, ndo foi observada a
presenca de capsula fibrosa em nenhum animal do grupo controle. Nos grupos CPA

GA e CPA 25GA, a capsula estava presente, envolvendo a membrana, em 100%
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dos animais, enquanto no grupo CPA 75GA apenas 81,81% dos animais
apresentavam capsula fibrosa contornando as membranas (Tabela 4). Observamos
uma relacdo direta entre a integridade das membranas e a presenca de capsula
fibrosa, cuja espessura tende a diminuir, e mesmo desaparecer, a medida que as

membranas sao reabsorvidas (Tabela 2, 3 e 4).

Nas figuras 26, 27 e 28 podem-se observar os cortes histolégicos dos grupos
realizados 4, 8 e 12 semanas ap0ds os procedimentos cirdrgicos.

Tabela 2: Tabela apresentando os aspectos histologi  cos, conforme o0s escores

avaliados, 4 semanas ap0s o procedimento cirargico. #P<0,05 em relagéo ao grupo

controle.
4 semanas n=6 Sham | Controle | CPA GA | CPA25GA | CPA 75GA
Reabsorcdo da membrana | ---—--—--- 4(0-4) 0(0)# o(0)# 4(1-4)
Presencga de capsula fibrosa | 0% 0% 100% 100% 80%

Tabela 3: Tabela apresentando os aspectos histolégi

avaliados, 8 semanas apds o procedimento cirdrgico

cos, conforme o0s escores

8 semanas n=8 Sham | Controle | CPA GA | CPA 25GA | CPA 75GA
Reabsorcdo da membrana | ---—----- 1(0-4) 0(0) 0(0-1) 4(0-4)
Presenca de cdpsula fibrosa | 0% 37,5% 100% 100% 60%

Tabela 4: Tabela apresentando os aspectos histolégi

avaliados, 12 semanas ap0s o0 procedimento cirdrgico

cos, conforme o0s escores

. #P<0,05 em relac¢do ao grupo

controle.
12 semanas n=12 Sham | Controle | CPA GA | CPA 25GA | CPA 75GA
Reabsor¢ao da membrana | ------- 4(4) o(0)# 0(0-1)# 3(0-4)
Presenca de capsula fibrosa | 0% 0% 100% 100% 81,81%
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Figura 26: Aspecto microscopico das membranas impla ntadas sob o tecido
subcutaneo da calvaria de ratos 4 semanas apés a co nfeccdo de defeito critico de
5.25mm.

Apds o procedimento cirlrgico, as membranas, a calvaria e o tecido circunjacente foram
removidos, processados e corados com hematoxilina/eosina. As fotomicrografias
representam (A) Sham, (B) Controle, (C) CPA GA, (D) CPA 25GA, (E) CPA 75GA e (F)
animais ndo operados. As setas pretas representam o 0sso neo-formado. As setas
vermelhas representam a cépsula fibrosa. Barra de escala: 250um (X40 aumento).
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Figura 27: Aspecto microscopico das membranas impla ntadas sob o tecido

subcutaneo da calvaria de ratos 8 semanas apés a co nfeccdo de defeito critico de
5,25mm.

Apds o procedimento cirdrgico, as membranas, a calvaria e o tecido circunjacente foram
removidos, processados e corados com hematoxilina/eosina. As fotomicrografias
representam (A) Sham, (B) Controle, (C) CPA GA, (D) CPA 25GA, (E) CPA 75GA e (F)
animais ndo operados. As setas pretas representam 0 0sso neo-formado. As setas
vermelhas representam a cépsula fibrosa. Barra de escala: 250um (X40 aumento).
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Figura 28: Aspecto microscopico das membranas impla ntadas sob o tecido

subcutaneo da calvaria de ratos 12 semanas apds a ¢ onfeccdo de defeito critico de
5,25mm.

ApOGs o procedimento cirlrgico, as membranas, a calvéria e o tecido circunjacente foram
removidos, processados e corados com hematoxilina/eosina. As fotomicrografias
representam (A) Sham, (B) Controle, (C) CPA GA, (D) CPA 25GA, (E) CPA 75GA e (F)
animais ndo operados. As setas pretas representam 0 0sso neo-formado. As setas
vermelhas representam a cépsula fibrosa. Barra de escala: 250um (X40 aumento).
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7.3 Atividade de mieloperoxidase (MPO) no tecido s ubcutaneo adjacente ao

defeito da calvaria

N&o houve diferenca estatistica entre os grupos em relacdo a atividade de

mieloperoxidase (p>0,05) (Figura 29).

7.4 Dosagem de citocinas (IL-1 B, TNF-a) no tecido subcutaneo adjacente ao

defeito da calvaria

Apds 24 horas do procedimento cirargico, ndo houve diferenca estatistica
significante na dosagem da citocina pro-inflamatoria IL-1B nos grupos experimentais
CPA GA, CPA 25GA e CPA 75GA comparados com 0s grupos Sham e Controle
(p>0,05) (Figura 30A). J& com relacdo a citocina TNF-a, houve diferenca estatistica
entre 0s grupos experimentais CPA GA, CPA 25GA e CPA 75GA se comparados ao

grupo Controle, onde a producao desta citocina foi menor (#p<0.05) (Figura 30B).
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Figura 29: Atividade de mieloperoxidase (MPO) no te  cido subcutaneo adjacente ao

defeito da calvaria.
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Os animais tiveram a amostra de cada membrana e do tecido subcutaneo adjacente ao
defeito da calvaria removidos 24 horas apds o procedimento cirargico para analise da
atividade de MPO. A barra representa o valor médio + o erro padrdo da média (SEM). Nao
houve diferenca estatistica entre os grupos. Os dados foram analisados pelos testes de
Analise de Variancia (ANOVA) e Bonferroni.
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Figura 30: Dosagem de citocinas (IL-1 B, TNF-a,) no tecido subcutaneo adjacente ao

defeito da calvaria.
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Os animais tiveram a amostra de cada membrana e do tecido subcuténeo, adjacente ao
defeito da calvaria, removidos 24 horas apds o procedimento cirdrgico para dosagem de
citocinas IL-1B (A), TNF-a (B). A barra representa o valor médio £ o erro padrdo da média
(SEM). #P<0,05 representa diferenga estatistica em relagdo ao grupo controle. Os dados
foram analisados pelos testes de Analise de Variancia (ANOVA) e Bonferroni.
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8 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou a eficacia de trés membranas de coldgeno
obtidas a partir de serosa de intestino bovino, mineralizadas por processos
alternativos de imersdo em 0, 25 e 75 ciclos de hidroxiapatita e reticuladas com
glutaraldeido na cicatrizagdo 0ssea, utilizando um modelo de defeito 6sseo critico
em calvaria de ratos. A relevancia do trabalho baseia-se na importancia do
desenvolvimento de barreiras fisicas, de lenta reabsor¢cdo, que preservem o espaco
necessario para a neoformacéo 6ssea, prevenindo a invasao dessa area por tecido
conjuntivo fibroso (DAHLIN et al., 1988; DAHLIN et al.,, 1989). Essa técnica,
conhecida como regeneracdo 6ssea guiada (ROG), foi desenvolvida a partir do
principio da regeneracdo tecidual guiada (RTG), originalmente usada para o
tratamento de defeitos periodontais, e hoje aplicada com sucesso no tratamento de
diversos tipos de defeitos 6sseos (KARRING et al., 1993; NYMAN et al.,, 1995).
Essas membranas de colageno reabsorviveis, desenvolvidas pela Universidade
Federal do Ceara sao manufaturadas por um processo simples e de baixo custo
operacional, o que permitiria sua comercializacdo em grande escala.

A primeira parte deste trabalho teve como finalidade avaliar a
biocompatibilidade e tempo de reabsor¢céo destas membranas (CPA GA, CPA 25GA,
CPA 75GA) bem como de membranas de colageno mineralizadas, mas néo
reticuladas com glutaraldeido (CPA, CPA 25, CPA 75), ap6s implantacdo em tecido
subcutaneo de ratos. Uma membrana comercial de colageno confeccionada a partir
de osso cortical bovino desmineralizado foi selecionada como controle por ser
amplamente utilizada e aprovada clinicamente. No presente estudo, as membranas
experimentais sem reticulacdo com glutaraldeido sofreram biodegradacéo precoce e
apenas fragmentos estavam ainda presentes 120 dias apés a implantacdo. Todas as
membranas experimentais com reticulacdo (CPA GA, CPA 25GA e CPA 75GA),
entretanto, encontravam-se intactas no tecido subcutaneo apds 120 dias, o que as
caracteriza como uma boa opcéo para uso em terapia de RTG e ROG, uma vez que
muitas pesquisas tém demonstrado que a membrana deve permanecer intacta por
um periodo superior a 30 dias para evitar o crescimento de tecido mole, que
impediria o crescimento 0sseo desejado (IGLHAUT et al., 1998). Se a membrana for

reabsorvida antes de 4 semanas, esse objetivo ndo sera alcancado (AUKHILL et al.,
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1986). Varios autores defendem que membranas absorviveis utilizadas nos
procedimento de ROG devem suportar a formacdo O6ssea e maturagdo por um
periodo de no minimo de 6 meses (SCHENK 1994; HUTMACHER et al., 2001).
Observamos que a absorcdo da membrana comercial controle no tecido
subcutaneo iniciou-se precocemente e no 15° dia ja apresentava-se completamente
reabsorvida. Estes dados estdo de acordo com a literatura mostrando que a
degradacédo das membranas de colageno pode-se iniciar de 4 a 28 dias apds o seu
posicionamento (ZHAO et al., 2000; OWENS; YUKNA 2001). No que diz respeito a
defeitos periodontais, um dos topicos fundamentais em relacdo a RTG e ROG é o
quanto essa membrana deve permanecer no local com a funcdo de proteger as
células do ligamento periodontal contra o crescimento do tecido gengival (IGLHAUT
et al., 1998). Embora uma duracao de 10 dias pareca ser longa bastante para evitar
a migracdo apical do epitélio, se a membrana de colageno for completamente
reabsorvida antes de 30 dias, novo cemento pode ser encontrado na area de
cicatrizagdo, mas 0sso neo-formado ndo sera produzido (PITARU et al.,, 1989). O
cemento € o tecido mineralizado que recobre as raizes dentarias, ancorando as
fiboras do ligamento periodontal; ndo contém vasos (sanguineos e linfaticos), nao
possui inervacdo e nem sofre remodelacao fisiolégica, ao contrario do 0sso alveolar.
As andlises dos parametros inflamatérios realizadas no presente estudo
demostraram que as respostas inflamatorias induzidas pela implantacdo subcutanea
das membranas sem reticulacdo foram mais acentuadas do que aquelas
desencadeadas pelas membranas reticuladas. Este fato esta de acordo com Lee et
al. (2002), que observaram que numerosas celulas multinucleadas e neutroéfilos séo
comumente encontrados no tecido conjuntivo ao longo da superficie dos residuos
das membranas de colageno em 30 dias. Nesse contexto, a biodegradacéo precoce
sofrida pelas membranas experimentais sem reticulacao no tecido subcutaneo pode
justificar nossos achados, uma vez que a presenca dos fragmentos dessas
membranas durante os estagios iniciais de cicatrizacao estariam contribuindo para a
amplificacdo da resposta inflamatoria. Estes resquicios podem responder ainda pela
presenca de células gigantes, evidenciadas pela andlise histoldégica, margeando as
membranas sem reticulacdo. Células gigantes sdo células multinucleadas, formadas
a partir do fusionamento de macroéfagos, que fagocitam corpos estranhos de grandes

dimensdes. De fato, ndo foram encontradas células gigantes de corpo estranho nos
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grupos que receberam os implantes subcutaneos de membranas reticuladas com
glutaraldeido, mais resistentes a biodegradacdo. Nesses grupos, observamos ainda
uma clara diminuicdo da resposta inflamatéria, evidenciada pela reduzida contagem
de leucdcitos e pelos menores niveis de citocinas encontrados no tecido ao redor
dessas membranas. Baseado nessas observacdes, um periodo de cicatrizagdo mais
longo (6 meses) pode ser necessério para que as membranas de coldgeno sem
reticulacdo usadas na RTG alcancem melhores resultados, permitindo que o espaco
ocupado pela membrana e células inflamatérias seja lentamente substituido por

tecido conjuntivo, osso e cemento (LEE et al., 2002).

Todos os biomateriais usualmente ativam uma leve resposta inflamatéria no
hospedeiro. Essa resposta normalmente se estende por um periodo de tempo maior
do que o observado na cicatrizacdo de defeitos sem membranas e é esperada e até
mesmo desejavel, visto que, atualmente, o conceito de biocompatibilidade evoluiu;
nao mais se supde que materiais biocompativeis devam ser absolutamente inertes
ou inécuos, mas que as respostas induzidas ao organismo hospedeiro sejam
controlaveis. Uma reacdo inflamatoria mais longa pode causar um atraso no
processo de cicatrizacdo. A biocompatibilidade dos biomateriais € avaliada
principalmente pela reacdo do tecido onde estes sdo aplicados. Os biomateriais
podem ser classificados como bioinertes ou bioativos. Bioinertes sdo materiais que
nao desempenham nenhuma atividade no hospedeiro quando implantados,
enquanto que o0s bioativos estimulam a uma resposta desejada. O material
biocompativel ideal, utilizado como indutor da cicatrizacdo, deve ser bioativo,
induzindo o estimulo a todas as fases da cicatrizacdo, além de ser reabsorvivel, ndo
sendo necessaria uma segunda etapa cirargica para sua remocdo. Também é
importante salientar que os produtos decorrentes da sua reabsorcdo ndo deveriam
interferir no processo de cicatrizacdo (CHESTER, 1987; WILLIAMS, 1987).

Dois procedimentos de reticulacdo para estabilizagdo do coldgeno tém sido
desenvolvidos, o tratamento com radiacbes gama e ultravioleta, e o tratamento
quimico. O procedimento quimico de reticulacdo, freqiientemente envolve reagentes
bifuncionais contendo grupos reativos tipo glutaraldeido e diisocianatos ou envolve
ativacdo de grupos carboxilicos seguido de reacdo com grupos amino da molécula
(carbodiimida e acil azida). A reticulacdo de coladgeno com glutaraldeido envolve a

reacao de grupos amino livres de residuos de aminoacidos lisina e hidroxilisina nas
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cadeias de polipeptideo com os grupos aldeidos (CHANG et al., 2001). No presente
estudo, a reticulagho da membrana com glutaraldeido (GA) foi realizada
gradualmente com solucdo de 0,01% (1h) e 0,05% (7h) GA, menor do que a
concentracdo de GA descrita na literatura (GOISSIS et al.,, 1999). Essa nova
metodologia de reticulagdo provavelmente contribuiu para a reduzida reacao
inflamatoria observada no nosso estudo. O uso de 0,05% GA como reagente de
ligacdo cruzada para controlar o grau de biodegradabilidade das membranas de
colageno foi baseado no fato que tem sido o reagente de escolha para melhorar as
propriedades mecanicas e a biocompatibilidade de muitos dispositivos de colageno
implantados (BOON; RUIJGROK; VARDAXI, 1995). Membranas de colageno
aniénicos reticuladas com 0,05% GA apresentaram boa biocompatibilidade sem
efeitos bioldgicos adversos e a biodegradacédo controlada foi alcancada em funcao
do tempo de exposicdo ao GA. O comportamento biolégico observado com
membranas reticuladas com GA em 8-h sugere que as membranas de colageno
aniénico podem ter uso potencial, ndo sé associado com a RTG para reconstrucao
dos tecidos periodontais, mas também em outras aplicacbes de biomateriais de
colageno, aonde controlada biodegradabilidade € requerida (GOISSIS et al., 1999).
Entretanto, quando a reticulagdo € muito intensa ocorre uma redugcdo na
flexibilidade da membrana, dificultando sua acomodacgao aos diversos tecidos, como
0sso e dente (MINABE et al., 1989). Desta forma, o grau ideal de reticulacao néo foi
ainda totalmente definido. Embora a reticulacdo seja um procedimento desejavel na
preparacdo da membrana, este procedimento pode prolongar a citotoxicidade do
material. O uso de reticulacdo a 0,05% GA foi baseado no fato que o mesmo
melhora as propriedades mecéanicas e a biocompatibilidade do colageno e que a
reticulacdo a 0,1% GA € caracterizada por uma alta estabilidade e
biocompatibilidade pés implantacdo, sem sinais de efeitos citotdéxicos (VAN LUYN et
al.,, 1992; BOON; RUIJGROK; VARDAXI, 1995). Nossos dados mostraram que as
membranas reticuladas nao foram reabsorvidas no periodo de 120 dias e que talvez
um periodo de observacdo mais longo seja necessario para que se inicie 0 processo
de reabsorcdo. Caso a reabsor¢cdo nao aconteca, essa membrana teria que ser
removida cirurgicamente, fato nao desejado. Sugere-se que uma menor

concentracéo de reticulacéo (0,01% de GA durante todo o processo) poderia permitir
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uma degradacdo mais rapida desta membrana, o que serd avaliado nos proximos
estudos.

Outra vantagem citada na literatura das membranas reticuladas € sua
capacidade de cicatrizacdo, até quando prematuramente expostas ao meio bucal
contaminado. Esse fato foi parcialmente explicado pelo fato que, embora exposta
prematuramente, essas membranas tem a capacidade de suportar a degradacao
colagenolitica bacteriana enquanto facilita a cicatrizacdo de tecido mole sobre a
membrana exposta (MOSES et al., 2005).

Observamos, em todos 0s Qrupos experimentais, intensa marcacao
imunohistoquimica para metaloproteinase nos tecidos circunjacentes as membranas,
7 dias apdés a implantacdo, o que revela uma pré-disposicdo do hospedeiro em
degradar essas membranas, independentemente da sua composi¢cdo. As
metaloproteinases da matriz (MMP) fazem parte de uma familia de enzimas
peptidase responsaveis pela degradacdo dos componentes da matriz extracelular,
incluindo colageno. MMP-1 é designada como colagenase intersticial, fibroblasto
colagenase, ou colagenase 1 e MMP-8 é designada como colagenase neutrofilica,
colagenase PMNL, ou colagenase tipo 2 e degrada colageno tipos I, Il e lll. MMP-8 &
expressa exclusivamente em condi¢Bes inflamatérias (REYNOLDS et al.,, 1994;
ARMSTRONG; JUDE, 2002). A metaloproteinase MMP-8 é o tipo predominante na
periodontite. A principal origem desta colagenase € a partir de neutréfilos
degranulados e extravasados, 0s quais estdo presentes na gengiva inflamada.
Elevados niveis de MMP-8 estdo altamente correlacionados com a profundidade de
sondagem, perda clinica da fixacdo do dente e sangramento a sondagem (RAI et al.,

2008).

A intensa marcacao imunohistoquimica para MMP1/8 foi observada em todos
0S grupos experimentais, sete dias apos a implantacdo subcutanea das membranas.
A principal origem da MMP-8 € a partir de neutroéfilos extravasados. Uma das formas
de avaliar a migracao de neutréfilos para os tecidos € através do ensaio da atividade
de mieloperoxidase (MPO), enzima presente nos granulos azurofilos dessas células.
Como detectamos baixa atividade de MPO nos tecidos subcutaneos circunjacentes
as membranas testadas no sétimo dia de experimento, esperavamos uma fraca

marcacdo para MMP1/8 nesse periodo, a ndo ser que a marcacdo tenha
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evidenciado a MMP-1. A atividade da MMP-8, de fato, era limitada anteriormente
aos neutrofilos (SORSA et al., 2004), no entanto tém sido descrito na literatura que
muitos outros tipos celulares presentes no periodonto de humanos, em condi¢cfes
normais e patologicas, como células epiteliais do sulco gengival, fibroblastos, células
endoteliais, mondcitos, macrofagos e células plasmaticas podem ser induzidas a
ativar MMPs distintas, inclusive MMP-8 (TERVAHARTIALA et al., 2000; UITTO et al.,
2000). No presente trabalho, portanto, macrofagos ou mondcitos, juntamente com
fibroblastos, podem ser as células responsaveis pela intensa expressao de MMP-1/8
nos tecidos subcutadneos no sétimo dia apds a implantacdo das membranas.

Os dados obtidos na primeira parte do presente estudo sugerem, portanto,
que as membranas experimentais reticuladas com glutaraldeido, além de
permanecerem integras por mais tempo, sdo mais biocompativeis em relacdo as
membranas sem reticulagédo, motivo pelo qual as membranas reticuladas (CPA GA,
CPA 25GA e CPA 75GA) foram selecionadas para a segunda parte do presente
estudo, cuja finalidade foi avaliar a eficacia dessas membranas na regeneracéo
O0ssea guiada. Utilizou-se para esse fim o modelo de defeito critico em calvaria de
ratos, desenvolvido por Freeman e Turnbull (1973), pois se apresenta apropriado
para o estudo de regeneracdo 0ssea, pela facilidade de manuseio, estabilidade e
pelo baixo risco de complicagdes. Modelos animais para o estudo de regeneracao
O0ssea devem satisfazer os seguintes critérios: 1) O menor tamanho de defeito 6sseo
nao deve ser menor do que o defeito 0sseo critico para cada espécie determinada;
2) o modelo ndo deve ser caro; 3) os animais devem estar disponiveis e serem
faceis de manipular e anestesiar; 4) o sitio do implante deve incluir osso cortical e
medular; 5) o defeito 6sseo deve ser estavel e ndo permitir morbidade; 6) o risco de
fratura deve ser minimizado; 7) o modelo animal deve permitir acompanhamento
tanto radiografico quanto histoldégico da regeneracdo 6Ossea (BOSCH; MELSEN;
VARGERVIK, 1998).

Quando se utiliza o modelo de defeito 6sseo critico, essas membranas
posicionadas sobre o defeito cirdrgico permitem tempo para que células
mesenquimais 6sseas, de crescimento lento, possam repovoar o defeito, enquanto
evita o rapido crescimento do tecido epitelial e conjuntivo (CLOKIE; URIST 2000). O
tamanho do defeito 6sseo de calvaria utilizado em nosso estudo (5,25mm) esta de

acordo com varios estudos prévios de defeito 6sseo critico em ratos (MARDAS;
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KOSTOPOULOS; KARRING, 2002; FURLANETO et al., 2007; MARDAS,
KOSTOPOULOS, KARRING, 2008; KOZLOVSKY et al., 2009; POTIJANYAKUL et
al., 2010). A sutura sagital foi utilizada como referéncia para padronizar a posi¢ao do
defeito 6sseo em todos os animais, de forma que o maior diametro do defeito
coincidiu com a sutura. Qualquer possibilidade de inclusdo do tecido conjuntivo da
sutura sagital estaria presente em todos os grupos. Modelos experimentais similares
gue incluem a sutura sagital tém sido relatados em outros estudos (BRUNEL et al.
1996; MARDAS; KOSTOPOULOS; KARRING, 2002; KIM et al.,, 2004). Parece
razoavel afirmar que células precursoras da sutura da regido dorsal e frontal do
defeito migram para a ferida cirtrgica pelo espaco criado pela membrana antes que
as células dsseas originarias das margens dos defeitos tenham ocupado a éarea
(MARDAS; KOSTOPOULOS; KARRING, 2002). Tradicionalmente, muitos autores
tém utilizado 8 milimetros como um defeito critico no osso do cranio de ratos, como
descrito por Ray et al. (1957). No entanto, outros autores descreveram o defeito de 5
mm ser suficiente no osso de calvarias de Sprague-Dawley e ratos Wistar, uma vez
gque apresenta uma regeneracao incompleta ao longo do tempo (BOSH et al., 1995).
O tamanho menor tem varias vantagens, tais como a prevencao de lesdo do seio
sagital venoso e a possibilidade de realizar duas craniectomias em cada animal. Em
geral, o defeito désseo criado em calvaria de ratos representa um modelo
experimental adequado para a regeneracao de 0sso membranoso. Fisiologicamente,
0 0sso cortical da calvaria se assemelha a uma mandibula atréfica, portanto,
resultados também podem ser aplicados a area maxilo-facial (SCHMITZ,
HOLLINGER, 1986). Foi decidido nao fixar as membranas testadas, pois se essas
membranas mostrassem resultados satisfatérios apenas com fixacdo, seria uma
grande desvantagem para a pratica clinica, pois essas membranas ndo seriam

capazes de competir com as membranas de colageno ja disponiveis no mercado.

Na nossa pesquisa, avaliamos o tecido Osseo calcificado através de
radiografias digitais e tomografias computadorizadas e o tecido 6ésseo descalcificado
por meio de cortes histoldgicos. Desta forma, os métodos utilizados para investigar a
formacdo Ossea se complementaram, resultando numa maior confiabilidade dos
resultados. E importante esclarecer que, além de avaliar e quantificar neoformacéo

0ssea, analisamos outros aspectos referentes a resposta inflamatéria induzida pela
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implantagdo das membranas nos tecidos circunjacentes, assim como a
biodegradacao sofrida por essas membranas.

As radiografias digitais e tomografias computadorizadas mostram-se técnicas
Uteis e confiaveis para mensurar a nova formacao 0ssea, especialmente em modelo
de defeito critico, aonde o contorno original do defeito pode ser facilmente
recuperado (SCHORTINGHUIS et al., 2005; MARECHAL et al., 2005). A tomografia
computadorizada produz uma imagem de alta resolucédo, € rapida, a dose de
radiacdo € minima e pode produzir uma imagem oOssea adequada de pequenos
animais, além de consumir menor tempo do que a andlise histologica (PRYOR;
SUSIN; WIKESJO, 2006). Alguns autores, usando modelo critico em calvaria, s6
consideram os dados qualitativos apos avaliacdo radiografica (DUPOIRIEUX et al.,
2009). Outros autores também encontraram baixos valores de acuracia quando
avaliacbes radiograficas foram empregadas e ndo recomendam a utlizacdo de
métodos radiogréficos sem a confirmacéo histolégica (PRYOR; SUSIN; WIKESJO,
2006).

No nosso estudo, os dados obtidos pela tomografia computadorizada
mostraram-se mais confiaveis, pois o defeito cirargico pode ser analisado com maior
nitidez, escolhendo-se o melhor corte para a realizacdo da mensuracdo. Embora os
resultados obtidos com a radiografia digital e tomografia computadorizada sejam
bastante similares, nos periodos avaliados, a tomografia computadorizada mostrou-
se mais sensivel que a radiografia digital na avaliacdo das diferencas entre os
grupos. Como a formacdo 0ssea é um processo tri-dimensional (3D), técnicas que
fornecam medic6es em 3D sdo mais apropriadas para analisar a formacdo 6ssea
durante o processo de cicatrizacdo do que as que fornecem imagens em 2
dimensdes (2D), como as radiografias digitais e o0s estudos histologicos.
Recentemente, metodologias alternativas tém sido desenvolvidas para a pesquisa
sobre a cicatrizacdo O0ssea, especialmente apds fraturas, incluindo
analise microrradiogréfica, testes mecéanicos, densitometria e de marcadores
biolégicos (YEOM et al., 2008). Micro Tomografia Computadorizada pode fornecer
informacgbGes quantitativas em relacdo ao padréo tridimensional e distribuicdo de
mineralizacdo ao nivel macromolecular da estrutura 0ssea, avaliacdo da espessura

e numero de trabéculas d&sseas, densidade mineral, que sao fortemente
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correlacionados com propriedades mecanicas e do estado de modelagem e
remodelamento dentro de uma regido (MUCHLER et al., 2010).

A avaliacdo histologica, nessa andlise especifica, foi complementar, pois
permitiu a exclusdo dos dados coletados (dados das radiografias digitais e
tomografias computadorizadas) de animais nos quais se observou deslocamento
completo da membrana, ou seja, a membrana ndo foi evidenciada no corte
histologico. Embora a histomorfometria seja utilizada em varios trabalhos como o
meétodo selecionado para mensurar a neoformacdo 6ssea (FURLANETO et al.,
1997), requer tempo substancial e esfor¢co para o preparo das amostras, incluindo a
incorporacdo em parafina ou metilmetacrilato, seccionamento em fatias finas (4 a
100 um de espessura) e multiplos procedimentos de coloragdo, ao contrario da
tomografia computadorizada, que consome bem menos tempo. Outro aspecto
limitante da analise histologica para a quantificacdo O0ssea é a impossibilidade de
utilizar as amostras para outras avaliagbes ou ensaios (YEOM et al.,, 2008).
Ademais, observamos no presente estudo, no que diz respeito a quantificacdo da
formacdo Ossea, que a avaliagdo histologica mostrou-se menos sensivel, pois se
observa claramente nas analises por imagem que a neo-formacao 0ssea € irregular.
Dessa forma, 0 0sso neo-formado que ndo se encontre no plano de corte ndo seria
evidenciado na andlise histolégica, comprometendo os resultados.

Histologia é importante para caracterizar o padrdo e distribuicdo de
celularidade no osso desmineralizado, parametro fortemente relacionado a cinética
da formacéo Ossea e mineralizacdo, uma vez que evidencia a presenca de células
relacionadas ao metabolismo désseo (ostedcitos, osteoblastos e osteoclastos). A
andlise histopatologica também permite a caracterizacdo da natureza do tecido
0sseo nas regibes nao mineralizadas intertrabeculares com relacdo as células
hematopoiéticas, tecido gorduroso e fibrose, vascularizacdo e o status de uma
resposta inflamatoria local residual induzida pelos materiais implantados. Ademais, a
realizacdo de analises imunohistoquimicas pode refinar ainda mais a caracterizagéo
de fendtipos de células, como também evidenciar a liberac&o de proteinas por essas
células, uma vez que se utiliza marcadores moleculares especificos (MUCHLER et
al., 2010).
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Em nossa pesquisa os dados das radiografias digitais e tomografias
computadorizadas 4 e 12 semanas apés a implantagdo das membranas mostram
aumento significativo na formacado 6ssea nos grupos CPA GA e CPA 25GA, em
relacdo ao grupo que nao recebeu nenhuma membrana recobrindo o defeito 6sseo
(sham), mostrando-se superior a membrana controle. Nossos resultados estao de
acordo com estudos que demonstram a eficacia de membranas de colageno
testadas em animais e utilizadas clinicamente em humanos na regeneracao 6ssea
(ZITZMANN et al., 1997; HOCKERS et al., 1999). O uso clinico dessas membranas
na regido circunjacente a implantes dentéarios resultou em melhor preservacédo dos
niveis de osso marginal em comparagdo a membranas ndo reabsorviveis
(ZITZMANN; SCHARER; MARINELLO, 2001), reforcando dados da literatura que
relatam melhores resultados do colageno em relacdo a outros materiais utilizados na
ROG, como barreiras de polimero e politetrafluoroetileno (MAO et al., 1997).

A carga elétrica negativa das membranas de colageno utilizadas neste
trabalho pode afetar o comportamento das células e a distribuicdo dos componentes
extra-celulares do tecido. A principal caracteristica da mudanca da carga do
colageno é a melhora nas propriedades dielétricas comparado ao colageno nativo.
Foi mostrado que superficies carregadas positivamente induzem a formacédo de
tecido conjuntivo, enquanto superficies carregadas negativamente estimulam a
formacao de tecido ésseo (GOES et al., 2002). A matriz de colageno aniénico € um
material promissor para recuperacdo de defeitos 6sseos por causa de sua
biocompatibilidade e osteocondutividade, bem como a habilidade de atuar no
periodo de cicatrizacdo sem 0s atrasos associados a outras membranas (ROCHA,;
GOISSIS; ROSSI, 2002).

O aumento na regeneracdo 60ssea, observada nos grupos CPA GA e CPA
25GA, resultou na reducéo, em torno de 40 a 50% do defeito 6sseo em relacdo ao
defeito original. Uma das razbes para néao ter ocorrido o completo fechamento do
defeito 0sseo nesses grupos pode estar relacionado com a qualidade do osso
adjacente ao defeito, fator importante na regeneracdo 0ssea. Defeitos em 0sso
compacto (qualidade tipo 1) tém mostrado reduzido preenchimento &ésseo se
comparado ao 0sso do tipo mais medular (ZITZMARM; ZCHARER; MARINEUO,
1999). Como o osso cortical da calvaria de ratos é considerado como 0sso tipo |,

isso pode ter influenciado a diminuicdo da regeneracdo 0ssea quando comparado a
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defeitos em osso mandibular, que apresenta maior quantidade de osso medular
(ZITZMARM; ZCHARER; MARINEUO, 1999). Outra razdo importante esti
relacionada a geometria do defeito, em particular a relacdo entre largura e
profundidade. Essa relacdo afeta o potencial das células adjacentes das paredes
O0sseas de repopularem a area e completar o preenchimento do defeito. Nesse
sentido, a geometria rasa do defeito da calvaria fornece baixo potencial regenerativo
e também exige propriedades mecanicas superiores das barreiras mecanicas, a fim
evitar o colapso para o interior do defeito, impedindo a neoformacdo Ossea
(DUPOIRIEUX et al., 2001).

Algumas membranas testadas neste trabalho foram mineralizadas, uma vez
que tem sido demonstrado que arcaboucos de apatita ou compésitos de colageno-
apatita sdo mais apropriados para adeséo e proliferacdo de osteoblastos (CHEN et
al.,, 2006). Colageno mineralizado produz melhor biocompatibilidade em tecidos
humanos e animais em relacédo ao colageno puro (SILVA et al., 2004). Assim como o
enxerto de tecido duro, o colageno mineralizado também apresenta o efeito de
condutividade que aumenta o crescimento de tecido 6sseo (KIKUCHI et al., 2001,
LIAO et al.,, 2005). Ademais, a incorporacdo de hidroxiapatita contribui para
aumentar a resisténcia da membrana de colageno, impedindo o seu colapso para o
interior do defeito 6sseo (SCHLIEPHAKE et al., 2004).

Embora a literatura relate que arcaboucos de colageno mineralizados com
hidroxiapatita propiciem a regeneracdo 6ssea, nossos dados ndo mostraram, em
nenhum periodo de observacéo, diferencas significativas na formacdo 6ssea entre
0S grupos gue receberam membranas impregnadas com hidroxiapatita (CPA 25GA e
CPA 75GA) e o grupo CPA GA, cujos animais receberam membranas sem
impregnacao. Esse resultado sugere que a impregnagcao ndo promoveu aumento da
disponibilidade de cristais de hidroxiapatita para o0 meio, provavelmente em
decorréncia da reticulagcdo com glutaraldeido, que por ter sido realizada apos a
impregnacdo de hidroxiapatita, pode ter promovido o fechamento das fibras das
membranas, comprometendo a liberagcdo desses cristais para a ferida cirdrgica.
Talvez seja necessério diminuir ainda mais o grau de reticulacdo para se obter
melhores resultados. N&o podemos deixar de levar em consideracgdo, entretanto,
gue uma menor reticulacdo pode resultar em maior biodegradacdo das membranas,

0 que também pode comprometer o crescimento 0sseo.
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A liberagdo dos cristais de hidroxiapatita pode ter sido comprometida também
pela presenca da capsula fibrosa ao redor das membranas, especialmente das
membranas reticuladas, que apresentaram capsula mais espessa com o decorrer do
tempo, tanto quando implantadas em tecido subcutaneo como em calotas cranianas.

Dados na literatura demonstram que membranas de colageno reticuladas nao
permitem a penetracdo dos elementos do tecido conjuntivo na sua superficie e ndo
mostram sinais de integracdo com tecidos vizinhos. A falta de adesao entre essas
membranas e o tecido adjacente, bem como a falta de vascularizacdo e integracao
tecidual, pode resultar na tendéncia da membrana de se separar do tecido
conjuntivo adjacente (TAL et al., 2008). Esse fato pode contribuir para justificar a
intensa fibrose encontrada em torno das membranas reticuladas no presente estudo.
Alguns animais tiveram de ser excluidos das analises efetuadas, pois ndao foram
encontrados vestigios das membranas no tecido subcutaneo sobre a calvaria,
guando visualisados na histologia, o que leva a supor que essas membranas foram
deslocadas do local inicial de implantacédo. A falta de fixacdo das membranas aos
ossos da calvaria pode ter propiciado esses deslocamentos, apesar das
propriedades inerentes do colageno de aderir aos tecidos subjacentes sob leve
pressdo. Temos que considerar, ainda, que as membranas mineralizadas e
reticuladas sdo mais rigidas que as do grupo controle, confeccionadas a partir de
colageno apenas, o que facilita a movimentacdo dessas membranas, favorecendo a
formacao da capsula fibrosa. As interacfes dos animais entre si e dos animais com
as paredes de suas caixas aumentam o atrito mecanico e exacerba o0s
deslocamentos das membranas (SCHLIEPHAKE et al., 2004). A maior rigidez das
membranas reticuladas, no entanto, funciona como uma barreira, impedindo que
haja o colapso do tecido conjuntivo e da propria membrana para o interior do defeito,
0 que € uma vantagem no caso de defeitos 6sseos maiores. Sugere-se que a
fixacdo dessas membranas a calvaria poderia impedir a formacdo de uma capsula
fibrosa resultando em maior formacao 6éssea nos grupos que receberam membranas
reticuladas e mineralizadas com hidroxiapatita.

Em todos os periodos avaliados, as membranas experimentais dos grupos
CPA GA e CPA 25GA apresentaram-se integras e envolvidas por espessa capsula
fibrosa, confirmando os dados obtidos em tecido subcutaneo de ratos (VERISSIMO

et al., 2010). Apenas as membranas do grupo experimental CPA 75GA,
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apresentaram sinais de reabsorcdo. No modelo de calvaria, as membranas
comerciais de colageno utilizadas como grupo controle ainda estavam presentes no
periodo de 4 e 8 semanas, diferente dos nossos resultados em tecido subcutaneo de
ratos, onde essa reabsorcdo se deu em torno de 15 dias. A diferenca no grau de
reabsor¢cdo da membrana, observada nos dois modelos experimentais, deve-se,
provavelmente, a menor vascularizagcdo do tecido da calvaria se comparado com o
tecido subcutaneo da regido dorsal dos ratos Wistar (VERISSIMO et al., 2010). Ndo
estd claro se o processo de degradacdo das membranas pode impedir a
regeneracao 0ssea, mas se fragmentos das membranas permanecerem acumulados
no centro do defeito durante os estagios iniciais de cicatrizagdo, pode sugerir uma
interferéncia mecanica na diferenciacdo osteogénica de células mesenquimais
indiferenciadas (SCHLIEPHAKE et al., 2004).

A avaliacdo histoldgica realizada no presente estudo sugere fortemente que a
presenca de capsula fibrosa esta intimamente relacionada com a reabsorcdo destas
membranas. De fato, ndo foi detectada presenca de céapsula fibrosa no grupo
controle, cujas membranas sofreram intensa biodegradacdo. Observamos ainda, no
grupo CPA 75GA, o desaparecimento da capsula fibrosa a medida que as
membranas eram reabsorvidas. O tipo de membrana a ser utilizada deve ser
selecionado de acordo com as demandas clinicas de cada caso. Membranas com
alta reabsor¢cédo devem apresentar um efeito menor do que o indicado (MOSES et
al., 2008). Em defeitos 6sseos amplos, onde barreiras devem permanecer por maior
tempo, as membranas reticuladas podem apresentar vantagens.

A indicacdo dessas membranas experimentais (CPA GA, CPA 25GA e CPA
75GA) é reforcada pelo fato de ndo desencadearem reacéo inflamatoria importante
nos tecidos circunjacentes as membranas implantadas na calota craniana,
reforcando os dados obtidos em tecido subcutaneo (VERISSIMO et al., 2010), o que
pode ser confirmado pelas dosagens de mieloperoxidade, enzima presente nos
granulos azurofilos de neutrdfilos, e das citocinas pro-inflamatorias IL-18 e TNF-a
nos tecidos adjacentes as membranas posicionadas na calvaria. Nao houve
diferenca estatistica nas dosagens de IL-1p e mieloperoxidase entre os animais que
receberam essas membranas experimentais e 0s grupos sham e controle. A
mieloperoxidase (MPO) pode ser considerada um indicador do acumulo de

neutrofilos no tecido, pois quando os tecidos periodontais encontram-se inflamados,
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ocorre um aumento no numero de polimorfonucleares (PMN) na gengiva e,
consequentemente, h4 uma elevacdo na atividade da MPO. Além disso, foi
observado que a atividade da MPO apresenta-se significativamente reduzida apos
terapia periodontal ou em pacientes sem comprometimento destes tecidos
(MARCACCINI et al., 2010).

As citocinas desempenham importante papel na patogénese da periodontite.
As principais citocinas envolvidas nesta patologia sdo a interleucina 1 beta (IL-1B) e
o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), as quais sao encontradas em concentracdes
elevadas no periodonto de pacientes acometidos pela doenca periodontal. Estas
citocinas atuam direta e sinergisticamente estimulando a degradagdo da matriz de
tecido conjuntivo, o recrutamento e/ou ativacdo dos osteoclastos e a reabsorcéao
O0ssea. Além disso, ja foi verificado que os niveis destas citocinas no sulco gengival
relacionam-se diretamente a severidade da doenca periodontal e podem estar
reduzidos apos o tratamento da periodontite (GORSKA et al., 2003).

A IL-1B estimula a producédo de mediadores catabdlicos do tecido conjuntivo e
de reabsorcdo Ossea, incluindo a proépria IL-1B, interleucina 6 (IL-6), TNF-q,
prostaglandina E, (PGE,) e metaloproteinases de matriz (MMP). Esses fatores
contribuem para a perpetuacéo da degradacao do tecido conjuntivo, bem como para
0 recrutamento e ativacao dos osteoclastos (PAQUETTE; WILLIAMS, 2000). A IL-1(3
também promove ativacéo de linfécitos T, proliferacdo de linfocitos B e estimulagéo
da producédo de anticorpos; influencia ainda na modulacdo da funcdo da célula
endotelial, que inclui a liberacdo de fator estimulador de colénias granuldcito-
macréfago (GM-CSF), prostaciclina (PGly) e sintese do fator ativador de plaquetas
(PAF) (PREISS; MEYLE, 1994). O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) € uma
proteina trimeérica, secretada por mondcitos-macrofagos e desempenha um papel
fundamental na doenca periodontal como mediador da destruicdo tecidual. Exerce
importante papel na ativacdo dos osteoclastos, estimulando a reabsor¢cdo Ossea.
Além disso, estimula a producdo local de prostaglandina, induz a secrecédo de
metaloproteinases, as quais realizam a dissolu¢cao da matriz organica secretada pelo
osteoblasto, resultando em perda éssea local (GRAVES, 2008). A interleucina 10
(IL-10) é produzida principalmente por macréfagos ativados, e, como ela inibe as
funcBes do macréfago, € um excelente exemplo de regulador de feedback negativo.

N&o esta claro se diferentes estimulos podem agir nos macrofagos para induzir a
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producdo de uma citocina reguladora como a IL-10 e citocinas efetoras como TNF,
ou se 0s mesmos estimulos desencadeiam a producdo de todas as citocinas, mas
com cinéticas diferentes. Os linfocitos T também secretam IL-10, e ela é produzida
ainda por alguns tipos celulares néo linfoides (ex: queratinécitos) (PAQUETTE;
WILLIAMS, 2000).

Os animais que receberam as membranas experimentais, no modelo de
defeito Gsseo critico, apresentaram, de forma significativa, menores concentracdes
de TNF-a nos tecidos adjacentes as membranas em relacdo ao grupo controle.
Ademais, a avaliacdo histologica ndo evidenciou células inflamatorias e tampouco
osteoclastos nas bordas da ferida cirdrgica, em nenhum dos periodos avaliados, nos
grupos que utilizaram membranas de colageno reticuladas (CPA GA, CPA 25GA e
CPA 75GA). Uma inflamacao leve poderia estimular reabsor¢cado osteoclastica uma
vez que osteclastos respondem a fatores inflamatérios como IL (interleucinas) e
TNF-a (KOBAYASHI et al., 2000). Aplicando-se membranas em tecido
subcutédneo, observou-se apdés 7 dias, que 0s animais que receberam essas
membranas reticuladas apresentaram maiores dosagens de IL-10 em relacdo ao
grupo controle, mostrando que a reacdo inflamatoria tende a se resolver mais
rapidamente que os grupos que receberam membranas sem reticulacdo, pois a IL-
10 age inibindo a ativacdo das células T e finalizando as reac¢des de imunidade
mediada por células (PAQUETTE; WILLIAMS, 2000).

Esses achados em modelo de calvaria estdo de acordo com noSsos
resultados prévios (VERISSIMO et al., 2010), demonstrando que as membranas
reticuladas com glutaraldeido sdo biocompativeis, além de serem resistentes a
biodegradacédo, configurando uma boa opcédo quando a producdo de novo 0Sso

depende de uma barreira mecéanica de maior duracao.
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9 CONCLUSAO

O presente estudo sugere, portanto, que as membranas experimentais de
coldgeno polianiénico reticuladas com glutaraldeido (CPA GA, CPA 25GA e CPA
75GA) mostraram-se mais eficazes do que a membrana comercial de colageno, uma
vez que evidenciamos maior biocompatibilidade e uma maior neo-formacdo 6ssea
nos grupos reticulados. A mineralizacdo das membranas com hidroxiapatita nao
influenciou o reparo 6sseo no presente estudo. Esses resultados nos permitem
concluir que essas membranas reticuladas sdo uma opcédo em casos de defeitos

0sseos extensos, quando uma barreira mecanica de maior duracao € requerida.
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The wltimate goal of periodontal therapy & o contnel pedodonal tisee inflammation ad @ prodscs
predictalie regeneration of that part of tee periodonthem which has been lost as 2 mesult o periodontal
divease In gulded tsse regene ratlon membranes functon as mechanical barriers, exclding the epd the-
liwm and gingival codum from te oot suface and allowing regenecation by perdodental igament cells
This repan sims to shsdy the 2llect of glutaraldelyds (GA) cross- linking on mine mlized polyanions ool
lagen (PAC) memiranes by conduecting 2 histological svaluation of the tssss response {blocompatibility)
anl by assessdng the biodegradation of suboutane ows membrane implants in ats. We @ udied six difler-
ent samples: a PAC, a PAC mineralized by alternate soaking processes for eitler 25 or 75 cycles (PAC 25
andd PAC 75, regpectively ) and these llms ooss-lnkaed by GA. Infllammatory (nfiliaie, cytokine dosags,
fibrosts capsule thickness, metalloproteinase immunohistochemisiny amd membrane biodegradation
after 1,7, 15 and 30 days were measured. The inflammatony responde was lound to be more ntense in
merniranes withoul cros-lnkng while the filirosts capsules became trcker n crmss- lnked membrases
after 30 days. The membranes without eross-linking sulfered intense biodegradation, while the mem-
brames with cross-linking remained intact after 30 days. The cross-linking with GA reduced the infiam-
matory response and prevented degradation of the membranes over the entire cowse of (e
obiernation perodl These membranes are thes an atiractive option wien the prodection of new o
depends on Lhe prolonged presence of a mechanical barrier.

& 2010 Acta Materialia Inc Pulbiliched by Elsevier Lid Al rights reserved

1. Introdoction

In pericdontal therapy the goal is to control perodontal tissue
inflammation and to produce the predicable regeneration of that
part of the perindontium which has been lost as a result of per-
odontal disease. The concept of guided tssue mgeneration (GTR]
iz hased on the assumption that ocnly periodontal ligament cells
andjor bone cells have the potential o regenerate the atachment
apparatus of the woth. In GTR membranes function as mechanical
barriers, excluding the epithelium and gingival corium from the
root surface, allowing regeneration by periodontal ligament cells
|1.2]. GTR-based root coverage can be successfully used to epair
gingival recession defects | 3]. Animal studies have indicated that
root coverage utilizing bicabsorbable membranes resulted in
greater amounts of connective Hssue as well asa trend towands
greater amounts of bone and cemenmm when compared with a
traditicnal coronal apical fap |4] These membmne barriers have

* Carrespond ing asthaor: Tel M <5585 IX13141
E-meil addreec gerivbrin@hotmailoom [GAC Brito)

also been applied to regenerate bone surrounding implant defects,
in the so-called guided bone regeneration (GBR) procedure | 5].

Improvements in this field are being gradually introduced with
the use of conirolled biodegradable membranes obtained from col-
lagen | 6], vicryl |7] and polylactic acid |8). The main advantages
assocated with collagen membranes when applied to the GTR
technigue are their natumlly low antigenicity, high bicoompatibil-
ity | 9] and controlled biodegradability induced by cross-linking re-
agents. At the same time, collagen stimulates the migration of
perindontal ligament cells to the site of healing 10,11 ]

Collagen is known to have different effects on tissue restoration
depending on the type, structure, degree of cmss-linkingand chem-
icaltreatment Anionic collagen membranes are negatively charged
at physiological pH due to selectve hydrolysis of the carbmgramide
groupsof asparagine and glutaming amino acd esidues present in
thex-chains of ropocollagen, genemting new calcium binding sites
| 12} Alkaline treatment improves the piezoslectricity of collagenin
relation to native collagen membranes |13] Collagen membranes
hawve eccellent cell affinity and biccompathbility fortissue regenera-
tion and membrnes made from non-mineralized collagen have
been used in GTR applicatons for perodontal defect repair |14}
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Membranss made from non-mineralized oollagen, however, are
nommally of low strength and are, therefore, difficult to manipulate.
Furthermare, mineralized collagen is considersd t© provide better
hincompatibility with animal and human tissue than pure collagen
|15). A= a hard Hssue implant material mineralized collagen also
show a condudtivity effect that enhances hard tissue (eg bone)
growth. Anally, changing the content of calcium phosphate minerals
could control the mte of bioreabsorption of minemlized collagen
membranes [14]

In recent years hiomimetic mineralized collagen materials, nano-
apatite/collagen compaosites, have attracted considerable attenton
|16-149], Mano-carbonated hydroxyapatite/collazen  composite
materals {nCHAC) facilitate reliable bone regeneration by inducing
migration of undifferentiated cells into the graft recipient site,
wherethey differentiate to osteoblasts and form newbone( Le stim-
ulation of cellular transformation ). The composites also supply a
ready source of caldum for mpid mineralization. It has been -
pornted thatcarbogyl group-containing organic palymers farm apa-
tite on their surfaces in simulated body fluid { SBF) iftheir carbogyl
groups have been previously combined with calcium ions, because
the carboxyl group induces apatite nucleation and releases calcium
ions o accelerate this nuckation | 20,21 ).

Seweral collagen cross-linking technigues have been applied to
prolong membrane reahsomption and increase their biodurahility,
such as ultraviolet mdiation and treatment with ghitamldehyds,
hexmethylenediisooyanate or diphenyl-phospharyl-azide [5,10,22].
These membranes can be used in medical applications to repair peri-
odontal defects, as membranes to cover bone defect sumgery and as
bone substitutes They have found additional applications in skin
wound repairand healing. skin sealing and as carriers for antibiotics,
bone growth factors and skin growth factors, among others [14],

The mechanical, physical, chemical and hiological properties of
collagen scaffolds can be influenced by modification of the matrix
structure by chemical treatment with glutaraldehyde (GAL which
is a mference agent for the cross-linking reactons. The in vive
absorption of collagen biomaterials can be controlled by this
crossinking reaction. Some authors have used armays of collagen
crossdinked with GA in the growth of Abmblasts with high biclog-
ical efficiency |23). GA reacts with the amino groups of the side-
chains of collagen molecules, creating a framework in the material
that improves the mechanical and biological stability. Some prob-
lems related to GA cross-inking, such as polymerizaton of GA
manomers in solution leading to heterogeneous cross-linking and
oytotoicity, have been overcome by continuous reaction with
GA at low concentrations This method may pmduce a material
with the same pattemn of degradability using smaller amounts of
GA, thus avoiding ototoxic effects. Progressive treatment with
lowi concentrations of GA is belizved to induce more homogeneons
reactions in the collagen matric |24

This repart aims to study the effect of GA crossdinking on min-
emlized polyanionic collagen {PACT membranes by conducting a
histological evaluation of the tissue msponse (hiocompatibilitg )
and by assessing the hindegradation of suboutanseous membrans
implants in rats. The membranes were manufactured by LOCEM
in the Physics Department of the Federal University of Ceara (Bra-
7il) and wem compared witha commerdal collagen membrane ob-
@inad from deminemlized bovine cortical bone (Genderm, Genius,
Baumer 5A. Brazill

L Materials and methods
2.1. Membrane
In this study a collagen membrane of demineralized bovine cor-

tical bone {Genderm, Genius, Baumer SA, Brazil] was used as a
contml Polyanionic collagen membrnes from intestinal bovine

serpsa (PAC) minemlized at 25 °C for 25 ar 75 consecutive oycles
with hydmxgrapatite at pH 90 (PAC 25 and PAC 75 and mineral-
ized membmnes cross-linked with glutaraldehyde (PAC GA, PAC
25CA and PAC T5GA) were also used.

2.2 Preparation af polyanonic cellogen membrane

The anionic collagen was prepared from intestinalbovine serosa
by selective alkaline hydrolysis of the carbogyamide side-chains of
asparagine and glutamine amino acid residues present in the colla-
gen molecules, To selectively hydmbyze amide groups 50 of intes-
tinal bovine serosa, in the wet state, were treated at 20 *C for 48 h
with an alkaline solution (3 ml of solution per g of tssue} cont@in-
ing zalts (chlorides and sulfates), alkaline bases (K™ and MNa™] and
alkaline earth metals (£a®"). The resulting materiaks were equili-
brated with a solution containing Ma%0, MaCl, KOl and CaS0y
(6ml of solution per g of tissue) for a period of 12h. The excess
salts were removed as described earlier [25] The materials were
suspended in deionized water, the pH adjusted to 3.5 with pure
acetic acid and the mixture homogenizedin a blender. The concen-
tration of palyanionic soluble collagen was 10mgg™", as deter-
mined by hydmxyproline analysis |26). The soluble amionic
collagen wias dialyzed against 013 M phosphate buffer, pH 7.4,
and the resulting material was centrifuged at 5000 rpm at 15°C
toform a collagen gel with a concentration of 30 mgg~". The anio-
nic collagen gel was casted in acrylic maolds, equilibrated in phos-
phate buffer (0,13 mal 1"}, pH 7.4, and dried in a laminar Aow of
air.

2 3. Mineroliznten methed

Tweo groups of anionic collagen membranes {6 « B om, L1 5mm
thick), repeatedly washed in deionized water, were treated at 25 =C
for{l, 25 or 75 consecutive cycles of mineralization with hydroeoy-
apatite at pH 9.0 (PAC, PAC 25 and PAC 75, respectvely) Each oycle
of 10 min consisted of treatment with @ldum solution {200 mM
Cal,, 002 M Tris-HO} and phosphate solution (120mM NaH,.
POy MaHPOL ) with water immersion in between each =alt solu-
tion treatment to remowe the excess not incorpomted into the
matrix. The samples were then dried ina laminar fow of air.

2.4 Cross-Imking of minerafiized films with glutamldehyde

Membranes (6 « 6.5 om] of PAC PAC 25 and PAC 75 were trea-
ted at room tempemature with progressive concentmtions of 001%
{1h}and 0.05%(7 h) GA (in 0L13 mol I ? phosphate buffer, pH 741
After fxation the samples were immersed in glycine solution
(0025 mol T glycine, 0.05 mol ™! bomte, pH 93] for 10min
washed in 0.12 mal 17" phosphate buffer { pH 7.4}, washed repeat-
edly with water and dried under a laminar flow of air for biological
assay (PAC GA, PAC 25GA and PAC T5GA).

25 Animals

Thirty =iz Wistar mts, weighing 180-200g, from the Federal
University of Ceard were housed in temperature-contmolled rooms
and received water and food ad libitum. Surgical procedures and
animal treatments were conducted in accomdance with the
Guidelines for Institutional Animal Care and Use of the Federal
Uniwersity of Ceara, Brazil

The animals were anesthetized by intraperitoneal injection of
0.5% Tribrome The dorsal scapular and pelvic regions were sub-
jected to trichotomy and asepsis with iodated aleohol. A straight
incision {1 cm long)} was made at seven sites on the dorsal surface
in a latero-lateral direction. The connective tissue was dissected
with blunt scissors in the caudal direction for placement of the
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maembranes (05 « 0.5cm) soaked in isotonic 0.9% sodium chloride
solution. An interrupted suture was performed (silk suture 4-01},
followred by asepsis with iodated alcohol The animals were killed
1. 7. 15 and 30 days after surgery.

26 Histopatholomonl analysis

In each experiment samples of each membrane and the sur-
rounding tissue were removed from each animal (six animal
groups) for histopathological analysis (totaling 24 animals ). The
specimens were ficed in 108 buffered formalin for 24 b, dehy-
drated in ethanol, cdeared with xylene and embedded in parafin.
Sections of 4 pm thickness were obtained for hematoxylin and eo-
sin (H&E) staining and examination by light microscopy to evalu-
ate inflammatory oell infiliration, the fibmsis capsule and
hindegradation of the membranes.

261, Intznsity of the inflzmmatory infilmae

In order to evaluate the inflammatory infiltrate, polymorphonu-
dear and mononudear cells were counted in fve fields around the
membrane on each slide for the six animal groups (magnification
1000 and a statistical comparison performed

262, Meosurement of the fibrosis capsule

The sections from each group were photographed under a Leica
microscope (40+),and the mean lingar measurement of the fbro-
is capsule (pm?) was obtained at three different locations on the
edge and at three different locations on the lateral sides of each
membrane using NHimage software.

263, Biodegradation of the membrmes

The percentage absorption was ecamined on days 1,7, 15 and
30. To caloulate this value the sections for 2ach group were photo-
graphed under a Leica microscope (40< ] and the total area ofeach
membrane was measured {mm” jusing MHImage software. The cal-
culated mean served as the unit for statisdcal analysis. The mem-
brane area for each group was cakulated as a percentage of the
respective baseline (day 1) measurement according o the formula:
mean area of membrane on 7, 15and 30 days divided by the mem-
brane mean area at baseline multiplizd by 100, As at baseline the
membrans had suffered no absorption (0% absorpton}, 2 correla-
ton was made with the other groups.

2.7 Cymokine (TNF-z, [I-1# and IL-10} dosope in the membrne and
the circumjacent suboutmenws rissue

Asampleofthe membmne and surrounding subou@Eneo us Fissue
wasremoved from the s arimal groups ondays 1 and 7 {totaling 12
animals] to evaluate the cytokine dosage, The specimens were
stored at —70+C untl required for assay. The tissue collected was
homogenized and processed as described by SaWeh-Gambedian
et al. [ 27 ] TMF=x, IL-1f and [L-10 concentrations were determined
by ELISA  a= described previoushy |28)]. Briefly, microtiter plates were
coated overmight at 4 °C with antibody against rat THF-a, IL- 14 or [1-
10 (2 g ml~"}. After blocking the plates, the samples and standard
were added at various dilutions in duplicate and incubated at 4 °C
for 24 b The plates were washed three times with buffer and then
biotinylated sheep polyclonal anfi-TNF-o, ant-I1-1f or ant-I1L-10
|diluted 1: 1000 with assay buffercontaining 1% bovine serum albu-
min( BSA) ] wias added to the wells. Aftera furtherincubation at room
temperature for 1 h the plates were washed and 501 of avidin-
horseradish peroxidase (diluted 1:5000) was added o the plates
An aliguot of 50 pl afthe color reagent o-phenylenediamine (OPD)
was added 15 min later and the plates were incubated in the dark
at 37+ for 1520 min. The enzyme reaction was stopped with

H:50s and the ahsorbance measured at 4% nm. The measured val-
ues are expressed as picogrmams per milliliter {pg mi=").

2 8 ImmunohEfochemisty reoction for matric metaloproteineses
{ MMP)

Immunohistochemistry for MMP was performed using the
streptavidin-biotin—peroxidase method in formalin-fived, paraf-
fin-embedded fssue sections (4 pm thick] mounted on paly-i-1y-
sine-coated microscope slides. The sections were depamffinized
and rehydrated by treatment with xylkene and graded aloohols,
After antigen retrieval, endogenpus peroxidase was blodeed
{15 min} with 3wvol% hydrogen peroxide and the slides were
washed with phosphate-buffered =saline (PBS ) Sections were incu-
bated owvernight (4 %) with primary rabbit palyclonal antibody
MMP-1/8 (H-300) diluted 1:300 in PES plus BSA [PRS-BSA)L The
slides were then incubated with hiotinylated goat anti-rahhit anti-
body diluted 1:400 in PES-BSA. After washing the slides were inou-
bated with avidin-biotin-horseradish peroidase conjugate (Strep
ABC complex of Vectastain® ABC Reagent and peroxidase substrate
solution] for 30min, according to the Vectastain protocol. MMP
was visualized with the chromophore 33-diaminobenzidine
{DAR). Negative control sectinns were processed simul@neous by
as described above, but with the fimst antibody replaced by 5%
PES-B5A. Sides were counterstained with Hamy's hematosoyling
dehydrated in a graded alcohol series, deared in xylene and cov-
ered with coverslips, Four slides for each gmoup (four animal
groups] were processed. The tissue surrounding the two edges of
each membrane was photographed under a Leica microscope
{#00:) and analyzed using System Morfometric Analyze (SAMM]
a computer program that captures the percentage bmwn staining
density in order to quantfy the degree of MMP staining.

2.9 Srodstical aralysis

Univariate analysis of variance { ANMOVA] followed by Bonfermoni's
testwas usad to compare mean ohsened valoes, A pmbahility value
of P < 005 was considered to indicate a significant difference. Both
analyses were executed using Prism 3 software | Graph-Fad Software.
LISAL

3. Resuls
3.1 Intensity of the inflemmatony infilirare

3.1.1. Polymorphonaclear cells

Omday 1 all groups showed an acute inflammatory reacton, but
anly the PAC group presented statistically significant increases in
polymaorphonuclear cells per fold compared with the contral
group (*F< 005 The cross-linked groups (PAC GA, PAC Z5GA
and PAC 75GA} showed reduced polymorphonudear cell infilira-
tion compared with PAC {*P<{.05). By day 7 the reaction had de-
creased in all groups, but the number of polymorphonudear cells
per field was signifianty increased in the PAC 25 and PAC 75
groups, as comparad with the control groap (P < 0005). At this time
the PAC 75 group displayed a high number of these cells compared
with the PAC group (*F < 0.05). On day 15 polymorphonuclear cell
infiltration in the PAC 25 group was still high compared with the
control {*P < 005} and other PAC groups (*F<0.051 By day 30 tis-
sue infiltration by these cells had disappearsd (Fig. 1AL

3.1.2 Mononuclenr cells

On days 1 and 7 the numbers of mononudear cells per field
were low for all groups, Afterday 15 the numbers of mononodear
cells/field began toinorease and on day 30 the PAC PAC 25 and PAC
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75 groups mevealed inceased mononuclear cell infiltrabion
(*P= {05), as compared with the contml gmup. The PAC GA, PAC
25 GA and PAC 75 GA groups did not show significant mononuclear
cell infiltration in comparison with the control group (Fig. 18).

32 Megsurement of the fibrosis copsule

The apical fibrosis capsule on day 7 was thicker in gmups with-
oot GA (PAC, PAC 25 and PAC 75) compared with the control
("P=005). On day 15 the control and PAC membranes had been
absorbed and the capsule had dizsappeared. The capsules sumound-
ing the PAC 25and PAC 75 membranes had decreased in thickness,
and this decrease was statistically different from the control
(*F= 051 On day 30 the capsules in groups PAC GA, PAC 2506A
and PAC 75CGA had become thicker, and this was statistcally differ-
ent from the control group (P« 005 | The capsules of groups PAC
25 and PAC 75; although less thick than observed on day 7, were
sl statistically different from the contral group {*P<0.05 )

The data for the lateral fibrosis capsules were similar to the api-
cal data, except that on day 15 the capsules of the PAC 25 group
were stll increasing in thickness. On day 30 fibrosis around PAC
25, PAC 75, PAC GA, PAC 25GA and PAC 75GA was greater than
150 pm (Fig 2}

33 Biodegrodation of the membranss

After 15days the control group membmne was completely ab-
sorbed. In some animals of the PAC gmoups only remnants of the
membrane material could be detected after 30 days. The hydrooy-
apatite-coated membmne groups (PAC 25 and PAC 75) however,
suffered intense biodegradation. Comeersely, the hydrooyapatite-

Lateral flbrosds capsule
()

12 M 1827 24 2T 30
Time {days)

g 3 6 B8

Fig 2 Thickness of fibnos i capsules formesd an the amead (4] and lateral (B) sides af
the colligen membrane though linear mezsrement (mm*) using the WHimzx=
program. Each point represents the memns25EM of six animals. *Significnt
difference from the mmninal group (P< 005 ) Data were analyzed by anahysts of
variane [ANOVA) and Bordermoni fests.

coated membrnes/GA groups (FAC GA, PAC 25CGA and PAC
T5GA)} remained intact throughout the 30day period {FAg. 3L

Fig. 4 shows micmscopic aspects of the membranes and sur-
rounding subcutaneous tssue of rats after 30days inwhation
PAC showed complete membrane absorption. PAC 25 and PAC 75
showed partial membrane absorption PAC GA, PAC 25GA and
PAC 75GA showed membrans preservation and the presence of a
fibrous capsule (white arrow].

3.4 Cyrokine dosage

The pro-inflammatory cytokine THF-x was high on day 1 in the
PAC PAC 25 PAC 75 and PAC 25CA groups, as compared with the
control group (P <005} Additionally, the cross-linked groups
(PAC GA, PAC 25GA and PAC 75GA) showed reduced levels of
THF-x in relation to the PAC group (*P < 0L05). On day 7 this cyto-
kine was high in the PAC and PAC 75 groups, as compared with the

—=conbrdl
100 —i—PAC
£ ——PAC 25
B ——PAC 75
—a PAC 2504
i
=
o
B 3 8 8B 12 186 18 -2 2¢ 7T W

Time (days)

Fig 3. Percentage absorption related o the area of colbgen membrane in @mch
group an the first day. The groups PACCGA and PACT 504 did not show atsarption.
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Fig. 4 Migmsapic sipecss of memé

{ PALC] mmiplanited in the suboutaneous tissue of ras. Thiny days after implantaton the membrane and the surmounding tissus were

remanved and procemed far H&E staning The photomicrgraphs represent (A)PAC (B)PAC 25, (C) PAC TS, (D) PAK GA, (E) PAC 295G Aand (F) PAC 75 AA white armow shaws

ithe firess capsule. Sale bar length 250 pm (4= magnification 3

contral P < 005), while all other groups showed reduced levels of
THF-a

The pro-inflammatory cytokine IL-1f was high in the
groups without cross-linking (PAC, PAC 25 and PAC 75) on days 1
and 7, while the crosslinked gmoups showed reduced levels of
Il-1f compared with the PAC group on day 1, however, only
PAC 75GA displayed significantly reduced lewels of [I-1§ on
day 7.

The anti-inflammatory cytokine [L-10 was high on day 1 in all
groups compared with the control (°P< 005} and on day 7 it was
hizh in groups with crossinking compared with the control group
("P <0.05) and the PAC group (*P<005} (Fg. 51

35 Immunchistochem sy maction for metalbproteingse
All groups showed marked immunastaining, indicating signifi-

cant production of MMP, without statistically significant differ-
ences among the groups (Table 1).

4. Discussion

In this study a commerdal collagen membmane made of demin-
eralized bovine cortical bone was wsed as the comtml group
Absorption of this membrane started very sady and by day 15 it
was completely absorbed. These data are in acomdance with the
literature showing that collagen barrer degradation can start as
early as 4 to 28 days after placement [29.30]

One of the pivotal issues concerning GTR and GBR is how long
the barrer should remain in place in order to protect the perisdon-
tal ligament cells from the growth of gingival epithelium |31
Although a 10 day duration would seem long enough to avoid api-
cal migration of the epithelium, if collagen barriers are completely
absorbed before day 30 neocementum can be found in the healing
area, but no new bane is produced |6 Most membranes tested
herein were mineralized, since scaffolds with an apatite or apa-
titejcollagen composite coating are maore suitable for osteohlast-
like cell adhesion and proliferation |32].
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It has been climed that absorbable membranes used for GER
procedures must support new bone formation and maturation for
at least 6 months [33.341 In the present study the membrane
groups without glutaraldehyde (PAC PAC 25 and PAC 75 ) suffered
bindegradaton, but fmgments were stll present after 30 days.
However, all cmoss-linked membmnes were intact after 30days
and may be an option for use in GBR, inwhich a long period of time
is necessary for bone formation. Most research has shown that in
GTR the membrane must be intac for at least 30days for bone

and periodontal ligament cells to fill the space. If the membrane
dissolves or fragments before 4 wesks then it does not achieve this
goal |35].

Cur data show that the inflammatory responses to membranes
without cmss-linking were higher than those produced by the
other membrane groups. This fact is in accordance with Lee ot al
| 4], who observed that numerous multimideated cells and neutmo-
phils were commaonty found in connective tissue along the surface
ofthe residual collagen membrane at 30 days. With a longer heal-
ing period the space oocupied by the membrane and multinucle-
ated cellsleukocytes was slowly mplaced by connective tissue,
bone and cementum. Based on these observations, a longer healing
time may be needed for GTR collazgen membranes to achieve opti-
mal results |4].

All curment biomaterials usnally trigger a mild inflammatony re-
sponse in the host This response usually extends for a period of
time longer than that observed in defect healing without mem-
brmanes A long lasting inflammatory reaction can cause a delay in
the healing process. The electrical charge of the collagen mem-
branesused herein could affect the behavior of cells and the distri-
bution of components of the extmcellular matriz. These anionic
collagen matrices are promising materials for bone defect recovery
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because of their hiccompatibility and ostecconductivity, as well as
their ability to stat healing without the delays associated with
other membranes [36]

The cument study has shown that membranes without ooss-
linking (PAC PAC 25 and PAC 75) caused intense inflammatory
reactions when compared with the control membrane, It was
found that some giant cells mied o phagocytose the membranes
(data not shown], which was pmbably related to their fast degra-
dation. GA cross-linking dearly mduced the inflammatory reaction,
as is evident from the reduced leukocyte count obhsened in the his-
tological analyses and by the cytokine dosage in the tissue sur-
rounding the membrane. We did not find any foreign body
reaction in the GA cross-linked groups (data not shown).

Crose-linking of mollagen with GA involves the maction of free
aming groups of lysine or hydroxylysine amino acid residues of
the polypeptide chains with the GA aldehyde groups |18]. In this
study membrane cross-linking with GA was performed gradually
with solutions of 0.01% (1 h) and 005X (7 h) GA, less than the GA
ooncent@tion nsed in the lieramme [37]. This new methodology
of mticulation was probably responsible for the mduced inflamma-
tory reaction in our study. The use of 005X GA as the moss-linking
reagent, to control the biedegradability of the collagen membranes,
wias based on the fact that it has been the reagent of choice to im-
prove the mechanical properties and biocompatbility of many
implantable collagen devices |38 Anionic collhgen membrancs
crossdinked with 0.05% GA displayed good biocom patibility with
no adverse hiological effects and controlled biodegradation was
achieved as a function of the time of GA exposure. The biclogical
behavior of the 8h GA cross-linked membrane suggests that the
anionic collagen membrane may beof potential use in GTR for per-
odontal fissue moonstruction and also inother collagen biomaterial
applications where controlled biodes mdability is required |37 ],

Ohur data also showed that cross-linked membmnes had thicker
fibrosis capsules as time pmgessed. This may be considered a po-
sitive finding as there was no inflammation armund the membranes
with reticulation, suggesting that they functioned as an inert mate-
rial. Data in the literature has demonstated that the coss-linked
mollagen membranes do not allow the penetration of connective
tissue elements into the membrane surface and show no signs of
integration into the surmunding tissues. The lack of adbesion be-
tween cross-linked collagen membranes and the adjacent connec-
tve tissue, as well as the lack of vascularizatdon and tissue
integration, may have msulted from the tendency of the ooss-
linked collagen membmnes to split from the adjacent connective
tizsue | 39] and may be an explanation for the fibrosis found around
the cross-inked membmne in the present study.

Anaot her advantage of the coss-linked collagen membranes was
their capability to suppont healing, even when prematurely ex-
posed to the contaminated ol envimnment. This finding was par-
tially explained by the fact that, although prematurely exposed,
cross-linked collagen membranes have the capadty to withstand
bhacterial collagenolytic degradation while facilitating soft tissue
healing over the exposed membranes |40].

The MMPs are a family of peptdase emzymes that are responsi-
ble for the degradation of extracellular matrix components, indud-
ing collagen: MMP1 is also designated intersttial collagenase,
fibroblast collagenase and collagenase-1, and MMP-8 is also desig-
nated neutrophil collagenase, PMNL collagenase or collagenase-2
and degrades collagen types L 1 and IL MMP-8 is expressed exclu-
sively under inflammatory conditions. As immunostaining was
high in all of the groups tested this finding evealed a predis posi-
ton of the host to degrade the membrane independently of its
oo MmpEi Hom.

The interaction between bone healing events and polyanionic
oollagen matrices are still under investigation, which will hope-
fully explain many of the events observed in this sudy. The

cross-linked membranes have good strength for use in loaded
areas and might have applicability in cases where the mechanical
demands are high, such as in GER and in minor oral surgerny.

5. Condusion

Our study reports the effect of pogessive GA ross-linking of
palyanionic collagen fapatite composite membmanes by conducting
a detailed histological evaluation of the fissue response and by
assessing biodegmdation of submitaneous implants in mts The
inflammatory response was found to be more intense in mem-
branes without cross-linking, while the fhrosis capsules were
thicker in cross-linked membranes after 30 days. The membrancs
without cross-linking suffered intense biodegradation, while the
membranes with cross-inking remained intact after 30 days. Pro-
gressive cross-linking with GA reduced the inflammatory response
and prevented degradation of the membranes over the entre
course of the observation period The novelty of the present study
lies in the ability of our cross-linking method to reduce degrada-
tion of the membranes combined with a low immune response,
due to the low concentration of GA used. These membranes are
thus an attmctve option when the producton of new bone de-
pends on prolonged survival of a mechanical bamier.
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Appendix A. Figures with essential mlour discrimination

Figure 4 in this article is diffcult to interpret in bladk and
white. The full colour image can be found in the on-line versian,
at doi: 100101 6{j.actbio 201004012,
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Abstract

Objective: This report aims to evaluate the bone regenerative effect of
glutaraldehyde (GA) cross-linking on mineralized polyanionic collagen (PAC)
membranes in critical-sized defects on rat calvarias.

Material and methods: Bone calvarial defects were made in Wistar rats and
divided into five groups: sham group; control group; GA, 25GA and 75GA
groups, which received one of three different PAC membranes mineralized by
0, 25 or 75 hydroxyapatite cycles and cross-linked by GA. Bone formation was
evaluated based on digital radiography and computerized tomography.
Histological analyses were performed 4 and 12 weeks after the surgical
procedure fo observe bone formation, membrane resorption and fibrous
capsule. Measurement of myeloperoxidase (MPO) activity, tumor necrosis
factor alpha (TNF-a) and interleukin 1beta (IL-1p) production were performed
24 hours after surgery.

Results: The percentage of new bone formation in GA, 25GA and 75GA groups
was higher compared to control and sham groups. In GA and 25 GA groups, the
membranes were still in place, involved by a thick fibrosis capsule, after 12
weeks. No significant difference was found among the groups regarding MPO
activity and IL-1p levels, although GA, 25GA and 75GA groups presented
decreased levels of TNF-a in comparison to control group.

Conclusion: These new GA cross-linking membranes accelerated the bone
healing of the calvarium defects, did not induce inflammation and were not
resorbed during the analyzed period, so they may offer advantages in large

bone defects where prolonged membrane barrier functions are desirable.
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1

2 -

3 1. Introduction

4

5 & 2 4

& For predictable cssecintegration of dental implants and good aesthetics,
h

g the presence of sufficient bone is necessary. Beone deficiency is therefore
1'13 considered a major problem, and an extensive number of treatment modalities
E for alveclar ridge augmentation have been used in an attempt to solve this
14

15 problem. In guided bone regeneration, a bamier membrane prevents the in-
16

17 growth of fibroblasts and provides a space for osteogenesis within the clot
16

;g (Hollinger et al. 1999; Bunyaratave] & Wang 2001). Although different barrier
%j? membranes have been developed, the ideal barier membrane is not yet
23

94 available.

25 i ) o

26 Collagen membranes have excellent cell affinity and biocompatibility for
27

gg tissue regeneration (Liao et al. 2005). Membranes made from non-mineralized
g‘g’ collagen, however, are normally of low strength and are thus difficult to
a3 manipulate. Furthermore, mineralized collagen is considered to provide betier
4

35 biocompatibility with animal and human tissue than pure collagen (Liao et al.
36

a7 2005). As a hard tissue implant material, mineralized collagen also displays a
38

ig conductivity effect that enhances bone growth. The rate of bioreabsorption in
:; collagen membranes can be controlled by changing the content of calcium
43

a4 phosphate minerals (Liao et al. 2005). Mineralized collagen materials facilitate
45

46 bone regeneration, inducing migration of undifferentiated cells into the graft
47

:E recipient site, where they differentiate into osteoblasts and form new bone (i.e.,
g? stimulation of cellular transformation). The composites also supply a ready
52 , - i

53 source of calcium for rapid mineralization (Du et al. 2000; Chang et al. 2001;
£4

=5 Kikuchi et al. 2001). It has been reported that carboxyl group-containing organic
56

?,E polymers form apatite on their surfaces in simulated body fluid (SBF) if their
59

&0 3
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carboxyl groups have been previously combined with calcium ions because the
carboxyl group induces apatite nucleation and releases calcium ions to
accelerate this nucleation (Kawashita et al. 2003; Gées et al. 2007).

The mechanical, physical, chemical and biclogical properties of collagen
scaffolds can be influenced by modification of the matrix structure by chemical
treatment with glutaraldehyde (GA), which is a reference agent for the cross-
linking reactions. The in vivo absorption of collagen biomaterials can be
controlled by this cross-linking reaction. Some authors have used arrays of
collagen cross-linked with GA in the growth of fibroblasts with high biological
efficiency (Chen et al. 2005). GA reacts with the amino groups in the side
chains of collagen molecules, creating a framework in the material that
improves the mechanical and biological stability. Some problems related to GA
cross-linking, such as polymerization of GA monomers in solution leading to
heterogeneous cross-linking and cytotoxicity, have been owvercome by
continuous reaction with GA at low concentrations. This method may produce a
material with the same pattern of degradability using smaller amounts of GA,
thus avoiding cytotoxic effects. Consistent with these reports, we recently
demonsfrated that the subcutanscus implantation of mineralized polyanionic
collagen membranes cross-linked with GA reduced the inflammatory response
in rats and prevented membrane degradation when compared with membranes
that were not cross-linked (Verissimo et al. 2010). In addition, progressive
treatment with low concentrations of GA is believed to induce more
homeogeneous reactions in the collagen matrix (Goissis et al. 2009).

The critical-size rat calvarium defect model has been used in several

investigations to evaluate guided bone regeneration (Schmitz & Hollinger 1988)

Clinical Oral Implants Research - Manuscript Copy

135

Page 4 of 36



136

Page 5 of 36 Clinical Oral Implants Research - Manuscript Copy

1

g Bosch et al.1988; Vema et al. 2002} . In rats, 5 mm calvarial defects are
é regarded as critical-size defects (CSD). This model is useful for studying bone
; regeneration because it is relatively easy to manage and stage, and it has a low
?ﬂ risk of complications. The model is relevant in periodontal research because the
1; embryonic origin of calvaria is similar to that of the mandible. Without
E intervention, the defect will be filled with a fibrous connective tissue rather than
1? with bone. The CSD n the rat calvarium has been recommended before
:g subjecting higher phylogenetic species to testing (Hollinger & Kleinschmidt
N 1990).

x2

23 This report aims to study the effect of three different polyanionic collagen
%E membranes (PAC) mineralized by alternate soaking processes for either 0, 25
g; or 75 hydroxyapatite cycles and cross-linked by glutaraldehyde (GA) in the

healing of rat calvarial bone defects, by radiographic, tomegraphic and

histological evaluation as well as inflammatory parameters.

2. Materials and methods

21 Collagen Membrane

In the present study, polyanionic collagen membranes from intestinal
bovine serosa {PAC) were mineralized at 25'C for 0, 25 or 75 consecutive
cycles with hydroxyapatite at pH 9.0 and cross-linked with glutaraldehyde (GA,
25GA and 75GA, respectively). The preparation of these polyanicnic collagen
membranes as well as the methods for the mineralization and cross-linking with
glutaraldehyde were described previously (Verissimo et al. 2010). The

membranes were manufactured by LOCEM in the Physics Department of the

R AR AR F R Sk SR R R R g
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Federal University of Ceara (Brazil). A collagen membrane of demineralized
bovine corfical bone (Genderm, Genius, Baumer S.A., Brazil) was used as a

control.

2.2 Animals

One hundred and ninety Wistar rats (Rattus norvegicus, albinus, Wistar)
from the Federal University of Ceara, weighing 200-300 g, were housed in
temperature-controlled rooms and received water and food ad libitum. Surgical
procedures and animal treatments were conducted in accordance with the
Guidelines for Institutional Animal Care and Use of the Federal University of
Ceard, Brazil. The rats were housed in a room with a 12 h—12 h light—dark cycle
at a temperature between 22 and 24°C. They were randomly assigned to one of
five experimental treatment groups:

I- Sham: the surgical defects were not covered by a collagen membrane.

I Control: the surgical defects were covered by a commercial collagen
membrane (Genderm, Baumer, Brazil).

- GA: the surgical defects were covered by a polyanionic collagen
membrane (PAC) cross-linked with glutaraldehyde, without
impregnation with hydroxyapatite.

V- 25GA: the surgical defects were covered by a polyanionic collagen
membrane (PAC) cross-linked with glutaraldehyde, impregnated with

25 cycles of hydroxyapatite.
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1

2

3 V- 75GA: the surgical defects were covered by a polyanionic collagen
4

g membrane (PAC) cross-linked with glutaraldehyde, impregnated with
E 75 cycles of hydroxyapatite.

9

10

11

12 The animals were anesthetized by infraperitoneal injection of 0.5% Tribrome.
13

14 The overlying skin was shaved and disinfected with iodated alcohol. A
15

Ig semilunar incision was made in the scalp in the posterior region of the
18

calvarium, allowing reflection of the skin, subcutaneous tissue and periosteum
in an anterior direction, exposing the parietal bones. A 525 mm diameter
trephine was used in a slow-speed micrometor under constant saline irrigation
to create a full thickness bone defect, including the sagittal suture. The surgical
defect, in all groups except the sham group, was covered with a disc (8 mm in
diameter) of one of the control or PAC membranes. The soft tissues were then
repositioned and sutured to achieve primary closure (4.0, Catgut). Each group
of animals was euthanized with an overdose of Cloral Hydrate at 24 hours (n=6
per group), 4 weeks (n=6 per group), B weeks (n=8 per group) or 12 weeks
(n=12 per group} after the surgical procedure (totaling 160 animals). The areas
of the original surgical defect and the surrounding tissues were removed en bloc
and were fixed in 10% neutral formalin (24 hours). After digital radiography and
computed tomography were performed, the blocks were rinsed with water and
decalcified in 10% ethylediaminetetraacetic acid solution. After decalcification,
the blocks were processed and embedded in paraffin. Serial sections that were
4 pm in thickness were cut in a longitudinal direction starting near the center of
the original surgical defect. The sections were stained with hematoxylin and

gosin (H&E) for analysis by light microscopy.
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The animals in the sham group were sacrificed 24 hours, 4, 8 or 12
weeks after the surgery. The animals sacrificed 24 hours after the surgical
procedure served as a reference for the evaluation of bone formation, providing
baseline values of the bone defect. These animals are referred to as the

baseline group.

2.3 Evaluation of New Bone Formation

2.3.1 Digital Radiography Image

Digital radiographs of all specimens were taken using a digital dental X-ray
apparatus (Spectro 70X Seletronic, Dabi Atlante, Sao Paulo, SP, Brazil) and a
digital sensor, using the following parameters: 8 mA, 70 kVp, focus e object
distance of 8 cm, and exposure time of 0.1 s. The digital radiographic images of
the specimens were then analyzed with the NIHImagel software. The
radiolucent sguare area (pixel'mm) for each animal was measured, and each
group mean area was calculated (pixel/'mm).

The radiclucent mean area of each group was then computed as a perceniage
of the baseline's measurements, according to a formula that was previously
described (Moses et al. 2008): mean of radiolucent area of each group (4, B or
12 weeks) multiplied by 100, divided by the baseline radiclucent mean area. To
calculate the percentage of the area of new-bone formation, the cbtained result

was subtracted from 100, because the baseline radiolucent area is equivalent to
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1

g 100%. The radiolucent area is inversely correlated with the new bone formed
é and is expressed as a fraction of the onginal area.

=

B

?ﬂ 2.3.2. Computed Tomography Image

:‘j; Computed tomography was taken using the CT Scanner PreXion 3D (PreXion
E Co., Ltd. Tokyo, Japan) (80 KV / 4 mA, 608 x 616, 200 ym resolution), and the
:? best slice of each specimen obtained was selected to caloulate the radiclucent
:g area (mm?) using the NIHImageJ software. The radiclucent mean area of each
ﬁ? group was then determined 4 and 12 weeks after the surgery to compare the

amount of mineralized tissus produced in response o each type of tested
membrane, because the radiolucent area is inversely related to bone formation.
The baseline corresponds to the radiolucent mean area calculated 24 hours
after the surgical procedures and serves as a reference for the original bone
defect.

In addition, 12 weeks after the surgery, the radiographic density of an area of 35
mm?, defined as a region of interest (ROI) and correspending to the bone
defect, was measured and expressed as grey levels. The mean value of the
radiographic density obtained for each group was used for statistical analysis.
The baseline corresponds to the ROl of the sham group measured 24 hours
after surgery.

Radicgraphic density is the measure of the overall darkening of the image.
Density is a logarithmic unit that deseribes the ratio between light hitting the film
and light being transmitted through the film. A higher radiographic density

results in more opague areas on the film, and a lower density results in more

R B AR el ok Sl R R AR ROl kR R R N
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transparent areas on the film. Thus, it can be concluded that the bone formation

areas are correlated with increased radiographic density.

2.4 Histological Analysis

Two histological sections from each animal, representing approximately
the center of the original surgical defect, were selected for a blind histological
evaluation of the resorption suffered by the membranes as well as the presence
of a fibrosis capsule involving these membranes. For this, the images of the
histclogical sections were capiured by a digital camera connecied to a light
microscope with an original magnification of 40X. The animals in which
membrane displacement was observed were excluded from all of the analyses,

including digital radicgraphy and computed tomography.

2.5 Myeloperoxidase (MPQ) activity in tissue surrounding the membranes

MPO activity, a marker for neutrophils in inflamed tissue, was measured using a
medified version of the method described by Bradley et al. (1982). A sample of
the tissue was removed from the animals 24 hours after the surgical procedurs
for analysis of MPO activity (totaling 30 animals). The specimen was stored at -
707G until it was required for the assay. The tissue was weighed and friturated
using a Polytron Ultraturrax in  an ice-cold buffer  solution
{hexadecyltrimethylammonium bromide-HTAB), and the homogenate was
centrifuged at 4°C for 15 min (4.200 rpm). The supernatant was collected for
analyses in the enzyme-linked immunosorbance assay (ELISA), and values

were expressed as units of MPC per mg of tissue.
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1

g 27 Cytokine (TNF-a, IL-1B) dosage in the tissue surrounding the
E membranes

; A sample of the surrounding tissue was removed from the five groups after 24
E:ﬂ hours (from the same 30 animals used to determine the MPO activity) to
1‘1-3 evaluate the cytokine dosage. The specimens were stored at -70 “C until they
E reguired for the assay. The collected tissue was homogenized and processed
1? as described by SaWeh-Garabedian et al. (1995). TNF-a and IL-1p
13 concentrations were determined by ELISA, as described previously (Cunha et
'2?'1} al. 1833). Briefly, microtiter plates were coated overnight at 4 *C with antibodies
% against rat TNF-a and IL-1B (2 pg/ml). After blocking the plates, the samples

and standard were added at various dilutions in duplicate and incubaied at 4 "C
for 24 h. The plates were washed three times with buffer, and then, biotinylated
sheep polyclonal anti-TMF-a and anti-IL-18 [diluted 1:1000 with assay buffer
containing 1% bovine serum albumin (BSA)] were added to the wells. After
further incubation at rcom temperature for 1 h, the plates were washed, and 50
ul of avidin— horseradish peroxidase (diluted 1:5000) was added to the plates.
An aliguot of 50 pl of the coler reagent o-phenylenediamine (OPD) was added
15 min later, and the plates were incubated in the dark at 37 'C for 1520 min.
The enzyme reaction was terminated with Hz50s, and the absorbance was
measured at 450 nm. The measured values were expressed as picograms per

milliliter (pg/mi).

Statistical Analysis
Univariate analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni's test

were used to compare the mean observed values. P<0.05 was considered to

AR bR RER LR YRR YEBENER
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indicate a significant difference. Both analyses were executed using the Prism3

software (Graph-Pad Software, USA).

3. Resuits

3.1 Evaluation of new bone formation

3.1.1 Digital Radiography Image: Four weeks after the surgical procedure, the
GA, 25GA and 75GA groups exhibited a smaller radiolucent area that was
statistically different compared with the baseline group (radiolucent area 24
hours after the surgical procedure) ("p<0.05) (Figure 1A). Twelve weeks after
the surgical procedure, the experimental groups GA and 25GA exhibited
decreased radiolucent areas that were statistically different compared to the

baseline group (Figure 1B).

Figure 2 shows the percentage of new bone formation 4, 8 and 12 weeks after
the surgical procedure. At 4 weeks, the percentage of new bone formation
noted in all experimental groups (GA, 25GA and 75GA) was approximately
40%, which is higher than that found in both the contrel and sham groups
{approximately 20%). Analyses of bone formation performed 8 and 12 weeks
after the surgery showed similar results. A significant increase in the bone
formation was observed in all experimental groups; the increase was estimated
to be 40 to 50%, compared to the sham group, for which the bone formation
remained close to 20%. The GA group showed the highest percentage of new
bone formation during the 12-week observation period, at approximately 50%

{Figure 2).
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3.1.2 Computed Tomography

Four weeks after the surgical procedures, the GA, 25GA and 75GA groups
exhibited a significant smaller radicluscent area when compared to the baseline
group (" p <0.05) (Figure 3A). Twelve weeks after the procedure, only the GA
and 25GA groups exhibited significant differences compared to the baseline
group {("p<0.05) (Figure 38).
Figure 4 shows the radiographic density 12 weeks after implantation of the
membranes. It was observed that the GA, 25GA, 75GA and control groups had
similar densities and exhibited significant differences compared to the sham
group (*p<0.05).

Figure 5 shows the images displayed by digital radiography and computad
tomography 12 weeks after the surgery procedure. The reduction of the
radiclucent areas in images C and O can be clearly observed by digital
radiography, and those in G, and D can be observed by computed tomography,

which yields a higher definition image of the surgical wound than does digital

radiography.

5.3 Histological analysis

The histological analyses of the area corresponding to the surgical defect
performed 4 weeks after the procedurs revealed a marked resorption of the
membranes in the control group (Fig. 6B). In the experimental groups GA and
25GA, the membranes have remained intact (Fig. 6C and 6D, respectively),
while the membranes in the 75GA group showed signs of resomption (Fig. 6E).

Twelve weeks after the surgery, the membranes in the control group had been
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completely resorbed (Fig. 7B), whereas the membranes in the 75GA group
were in the advanced state of resomption (Fig. 7E). The membranes in the GA

and 25GA groups were preserved (Fig. 7C and 7D, respectively).

The histological evaluation also revealed a fibrous capsule surrounding the
membranes of the GA and 25GA groups, obsarved 4 weeks (Fig. 6C and 60,
respectively) and 12 weeks (Fig. 7C and 7D, respectively) after the surgical
procedures. There were no fibrous capsules in the control group in any of the
observation pericds (Fig. 6B and 7B). It was also observed in the 75GA group
that the fibrous capsule tends to disappear as the membranes are resorbed
{Fig. 6E and 7E).

Histological evaluation showed new bone formation in all groups (Fig. 6 and 7).

55 Myeloperoxidase (MPO) activity in the fissue surrounding the
membranes
Mo significant differences were found among the groups regarding MPO activity,

which was performed 24 hours after the surgery (Fig. BA).

5.6 Cytokine (TNF-g, IL-1B8) dosage in the tissue surrounding the
membranes

Mo significant differences were noted among the experimental groups regarding
the dosage of the proinflammatory cytokine IL-1B; dosages were assessed 24

hours after the surgery (Fig. 8B)
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1

g A marked decrease in TNF levels among the GA, 25GA and 75GA groups were
é observed 24 hours after the surgery when compared with the control group
! (p<0.05) (Fig. 8C).

o a. DISCUSSION

11

E The present study clearly demonstrates the bone healing efficacy of three
1; different collagen membranes. These membranes were mineralized by
E alternative soaking processes for 0, 25 or 75 hydroxyapatite cycles and cross-
123 linked by glutaraldehyde. Studies were performed using the crtical-size rat
g calvarium defect model. This experimental model for studying bone
ii regeneration is stable and relatively easy to manage, and it has a low risk of

complications (Bosch et al. 1998). The size of the bone calvarium defects (5.25
mm) was in agreement with previous studies of crifical-size defects in rats
(Mardas et al. 2002; Furlaneto et al. 2007; Kozlovsky et al. 2009; Potijanyakul at
al. 2010). Bone formation was assessed by digital radiograph images and
computed tomography, which produced wery similar data. Because bone
formation is a three-dimensicnal (3D) process, fechnigues that offer 3D
measurements would be more desirable to evaluate bone formation during the
wound healing process than assessments based on two-dimensional (2D)
images, such as digital radiographs and histological slides (Yeom et al. 2008).
Computed tomography produces a high-resclution image, is quick, delivers only
a low effective dose of radiation and can produce a clear image of bones in
small living animals (Pryor et al. 20086). In fact, we can see that images obtained
by computed tomography show the edges of the bone defect more clearly and
allow us to choose the best slice for carrying out the measurements. Although

the results obtained with digital radiography and computed tomography are very
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similar, in all periods, computed tomography is more sensitive than digital
radiography in the evaluation of differences among the groups.

The GA and 25GA groups showed the best results at 12 weeks after the
surgery, with significant differences compared to the baseline group, which
represents the original bone defect. However, a complete closure of the
cabvarial defect was not observed in this study. The amount of new bone
formation in the GA, 25GA and 75GA was around 40 to 50% of the original
defect, at 12 weeks after surgery. Defects in compact bone (Type | quality) have
shown reduced bone fill when compared to defects in more cancellous types of
bone (Zitzmann et al. 1988). Because the cortical bone of the rat cranium may
be considerad a Type | bone, a decrease in bone regenerafion when compared
to a mandibular bone defect that also involves cancellous bone is expected.
The geometry of the defect, in paricular, the relationship between the defect
depth and width, affects the potential of the adjacent bone walls to populate the
defect area with committed cells and to accomplish a complete defect fill
{Dupoirieux et al. 2001). In this respect, the shallow geometry of a calvarial
defect reguires superior mechanical properties of a barrier membrane to
prevent collapse and subsequent impairment of bone regeneration in the defect
iDupoinewx et al. 2001).

Although the literature reports that nano-carbonated hydroxyapatite’collagen
composite materials facilitate reliable bone regeneration, our data do not show
statistical differences at any observation time in bone formation among the
groups that received membranes impregnated with hydroxyapatite (26GA and
75GA groups) and the GA group, which consisted of animals that received non-

mineralized membranes. Hydroxyapatite did not substantially enhance the
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"

g healing of calvarial defects in the curmrent study. We speculaie that the process
% of crosslinking with glutaraldehyde must have promoted a closing of the
E membrane fiber, thus preventing the release of these crystals into the site.
?ﬂ Progressive treatment with low concentrations of GA is believed to induce more
1; homogeneous reactions in the collagen matrix, facilitating the release of
E crystals.

15

:g The histological analyses revealed a thick fibrous capsule surrounding the
lg membranes of the GA and 25GA groups, which remained intact, with no
%ﬁ' significant reabsorption during all the observations periods. Among the cross-
ﬁ linking membranes tested, only the 75GA did not remain intact, instead showing
% signs of resorption. The preservation of the membrane, secondary to formation
gg of the fibrous capsule, is important for bone regeneration because the GA and
ﬁ 25GA groups displayed better outcomes of bone formation than 75GA.

% These resulis are consistent with our previous data, obtained from

subcutaneocus membrane implants in rats, which demonstrated that cross-
linking with GA prevents degradation of the membranes over the entire course
of the observation period (Verissimo et al. 2010). In the present study, uniike
the previously mentioned study, the commercial collagen membrane of
demineralized bovine cortical bone, which was used as a control, was still
present 4 weeks after the implantation, despite showing intense signs of
biodegradation. Twelve weeks later, that membrane was completely resorbed.
This finding was expected because the resorption of commercially available
collagen membranes has been reporied to occur within the first 2 months after
treatment (Schliephake et al. 2004). In the subcutaneous fissue of rats, the

absorption of this commercial collagen membrane begins very early and is
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completely absorbed by day 15 (Verissimo et al. 2010) . The difference in the
resorption time of the commercial membrane observed in these two studies
may be due to the reduced vascular tissue found in the skull compared with the
subcutaneous tissue of the dorsal region of the animals (Schmiiz & Hollinger
1986) .

The literature has suggested that the difference in the degradation pattern may
have clinical implications. In guided bone regeneration, a common procedure in
dental implant surgery, barrier membranes are used to exclude epithelial and
connective tissue and to allow the proliferation of the bone progenitor cells into
the isolated area (Nyman et al. 1987; Greenstein & Caton 1993; Schlegel et al.
1997; Moses et al. 2008). In this case, bicabsorbable and non-absorbabls
membranes are effective (Myman et al. 1987; Patino et al. 2002; Moses et al.
2005). However, non-absorbable membranes, mostly composed of
polytetrafluoethylene, reguire a second surgical procedure for their removal
(Simion et al. 1994; Nowzarn & Slots 1995; Simion et al. 1997; Nowzari et al.
1998; Moses et al. 2008). Therefore, bioabsorbable membranes with
comparable clinical outcomes have become popular in bone-regeneration
procedures (Simion et al. 1997; Moses et al. 2005). Successful regeneration is
possible if soft tissue is excluded and space for bone growth is maintained
throughout the healing time. This can vary between 3 and 12 months,
depending on the dimensions of the bone defect (Nyman 1987; Schlegel 1997;
Hammerle et al.1998). Premature membrane resorption leads fo less-than-
optimal results (Moses et al. 2008). The membranes should be chosen
according fo the clinical demands of each case. Thus, in large, non—self-

centained bone defects, where prolonged membrane bamier functions are
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1

2 " - P .
3 desirable, certain cross-linked membranes may offer advantages. In this
4

g context, the experimental GA cross-linking membranes are an attractive option
; when the production of new bone depends on the prolonged suvival of a
!131] mechanical barrier.

11

The indication of those experimental membranes is reinforced by the cumrent
results related to the evaluated inflammatory parameters, which indicate that
those membranes do nof trigger a significant inflammatory reaction. This is
evaluated by myeloperoxidase activity, a marker for neutrophils in inflamed
tissue, and by the dosage of the pro-inflammatory cyiokines IL-1p and TNF-a in
circumjacent subcutaneous calvarium tissue. Moreover, the histological
evaluation of GA, 25GA and 75GA groups showed no inflammatory cells or
osteoclasts at the edges of the wound in all evaluated periods. Mild
inflammation may stimulate osteoclastic resorption because osteoclasts
respond to inflammatory mediators such as IL-1 and TNF-a (Kobayashi et al.
2000). Consistent with these data, we have previously demonstrated that GA
cross-linking membranes reduce the inflammatory response in the rat

subcutansous implant model (Verissimo et al. 2010).

5. CONCLUSION
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According to our results, the GA cross-linking membranes were-more effective

L&

than the commercial collagen membrane at regenerating bone in injured rat

&5

calvarias because an increase in new bone formation was clearly obsewved in

248

the GA, 25GA and 75GA groups. The impregnation of the collagen membranes

AR

with hydroxyapatite does not positively affect the amount of new bone

Y

regeneration in the current study. In view of this, the GA cross-linking

289
e
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membranes may offer advantages in large bone defects where prolonged
membrane barrier functions are desirable.
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Legends

Figure 1. Radiclucent area measured by digital radiography 4 (A) and 12 (B)
weeks after the surgical procedure. The mean value of the radiographic
radiolucent area was measured and calculated by comparing the amount of
mineralized tissue produced in response fo each membrane group. Bars
represent the mean value + standard error of the mean (SEM). *P<0.05
represents significant differences compared with the baseline group (24 hours
after the surgical procedurs). Data were analyzed by AMOVA and the
Bonferroni test.

Figure 2. Percentage of new bone formation after the surgical procedure during
the evaluated period. The radiclucent area for each group was calculated as a
percentage of the respective baseline area (24 hours) measurement according
to the following formula: mean of the radiclucent area of each group 4, 8 and 12
weeks after the surgical procedure multiplied by 100, divided by the radiclucent
mean area of the baseline group. Subsequently, the percentage of new-bane
formation area was calculated and compared. The radiolucent area of the
baseline group is equivalent to 100%, and the result was reduced by 100 to

correspond to the new-bone formation data.

Figure 3. Radiolucent area measured by computed tomography 4 (A) and
radiolucent area was measured and calculated by comparing the amount of
mineralized tissue produced in response to each group. Bars represent the
mean value + standard error of the mean (SEM). " P<0.05 represents significant
differences compared with the baseline group (24 hours after the surgical
procedure). Data were analyzed by ANCVA and the Bonferroni test.

Figure 4. Radiographic density 12 weeks after the surgical procedure. The
mean value of the radiographic density was measured and calculated by
comparing the amount of mineralized tissue produced in response to each used

membrane. Bars represent the mean value + standard eror of the mean (SEM).
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1

g “P<0.05 represents significant differences compared with the sham group.
g Data were analyzed by ANOVA and the Bonferroni test.

8

E Figure 5. Images displayed by digital radiography and computed tomography 12
111] weeks after the surgery procedure. The images correspond to: A) Sham group,
E B} Gontrol group, G} GA group, D) 25GA group and E) 75GA group. Images A,
14 B, C, D and E correspond to digital radiography, and images A1, B1, C1, D1
12 and E1 correspond to computed tomography scans.

E Figure 6. Microscopic aspects of the rat tissues after 5.25 mm critical-sized
;g cranial defects. Four weeks after the surgical procedurs, the calvaria, the
% membrane and the surrounding tissue were removed and processed for
23 hematoxylin and eosin staining. The photomicrographies represent (A) Sham,
24

(B) Control, (C) GA, (D) 25GA, (E) 75GA and (F) Unoperated animals. The
black arrows represent newly formed bone. Scale bar length, 250 pym (¥X40

magnification).

Figure 7. Microscopic aspects of the rat tissues after 5.25 mm critical-sized
cranial defects. Twelve wesks after the surgical procedure, the calvaria, the
membrane and the surrounding tissue were removed and processed for
hematoxylin and eosin staining. The photomicrographies represent (A) Sham,
(B} Control, (C) GA, (D) 25GA, (E) 75GA and (F) Unoperated animals. Black
arrows represent newly formed bone. Scale bar length, 250 pm (X40

magnification).

Figure 8. Myeloperoxidase (MPO) activity and cyilokine dosage in the
surrounding tissue over the critical-sized defect of rats. After animals were
sacrificed, a sample of the tissue over the defect was harvested for the MPO
activity assay (9A) and for analysis of cytokines TNF-a (9B) and IL-1p (9C)
levels 24 hours after the surgical procedure. Bars represent the mean value +
standard error of the mean (SEM). #P<0.05 represents significant differences
compared with the control group. Data were analyzed with ANOVA and the
Eonferroni test.
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Radiclucent area measured by digital radiography 4 (A} and 12 (B) weeks after the surgical procedure. The
mean value of the radiographic radiolucent area was measured and calculated by comparing the amount of
mineralized tissue produced in response to each membrane group, Bars represent the mean value =
standard error of the mean [(SEM). *P<0.05 represents significant differences compared with the baseline
group (24 hours after the surgical procedure). Data were analyzed by ANOVA and the Bonferroni test.
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Radiclucent area measured by computed tomography 4 (A) and 12 [B) weeks after the surgical procedure.
The mean value of the radiographic radiclucent area was measured and calculated by comparing the amount
of mineralized tissue produced in response to each group. Bars represent the mezn value * standard emor
of the mean (SEM). *P=0.05 represents significant differences compared with the baseline group (24 hours
after the surgical procedure). Data were analyzed by ANOVA and the Bonferroni test,
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Radicgraphic density 12 weeks after the surgical procedure. The mean value of the radiographic density was
measured and calculated by comparing the amount of minerafized tissue produced in response to each used
membrane. Bars represent the mean value = standard error of the mean (SEM}. **P<0.05 represents
significant differences compared with the sham group. Data were analyzed by ANOVA and the Bonferroni
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32 Images displaved by digital radicgraphy and computed tomearaphy 12 weeks after the surgery procedure.
a3 The images correspond to: A} Sham group, B) Controf group, C) GA group, D) 25GA group and E} 75GA
4 group. Images A, B, C, D and E correspond to digital radiography, and images A1, B1, C1, D1 and E1
ag correspond to computed tomography scans.
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Microscopic aspacts of the rat tissues after 5.25 mm critical-sized cranial defects. Four weeks after the
surgical procedure, the calvaria, the membrane and the surrounding tissue were removed and processed for
hematoxylin and eosin staining. The photomicregraphies represent (A} Sham, (B) Control, (C) GA, (D)
235GA, (E) 75GA and (F) Unocperated animals. The black anows represent newly formed bone. Scale bar
lenath, 250 um {X40 magnification}.
254:190mm (96 x 96 DPI)
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Microscopic aspects of the rat tissues after 5.25 mm critical-sized cranial defects. Twelve weeks after the
surgical procedure, the calvaria, the membrane and the surmounding tissue were removed and processed for
hematoxylin and eosin staining. The photomicregraphies represent (A) Sham, (B Contrel, (C) G&, (D)
23GA, (E) 73GA and (F) Unoperated animals. Black arrows represent newly formed bone. Scale bar length,
250 ym {X40 magnification}.
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Myeloperoxidase [MPO) activity and cytokine dosage in the surrounding tissue over the critical-sized defect
of rats. After animals were sacrificed, a sample of the tissue over the defect was harvested for the MPO
activity assay (9A) and for analvsis of cytokines THF-a {9B) and IL-1B {9C) levels 24 hours after the surgical
procedure, Bars represent the mean value £ standard error of the mean (SEM), =P<0.05 represents
significant differences compared with the control aroup, Data were analyzed with ANOVA and the Bonferroni
test.
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