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RESUMO - Introdug&o: Simultaneamente ao desenvolvimento de novos
biomateriais, abundantes modalidades cirdrgicas tém sido propostas, com a finalidade
de promover adequada regeneracdo de defeitos Osseos, sem proporcionar
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fenestracdes ou deiscéncias. Entre as técnicas regenerativas atualmente aceitas para
este proposito, destaca-se a regenerajao tecidual guiada (RTG). Objetivo: Avaliar o
padréo de cicatrizagcdo e a resposta histolégica do organismo frente a insercéo de uma
membrana a base de gelatina tipo A, e compara-la com membrana comercial.
Métodos: Foram selecionadas 15 coelhas adultas. Na regido parietal da calvaria foram
realizados retalhos para criacdo de uma bolsa supraperiostal e implantacdo de 2 tipos
de membranas reabsorviveis: membrana Marquette e membrana Bio-Gide®. Apds o
procedimento cirargico os animais foram alocados em 3 grupos randomicamente
selecionados (n=5) para o periodo de eutanasia, que ocorreu em 2, 4 e 6 semanas
poOs-operatorias. Posteriormente, as areas da calvaria foram removidas e coradas por
H&E e analisadas para averiguar formacao de periésteo, infiltrado inflamatoério na area
de insercdo de membrana, degradacdo/reabsorcdo da membrana, e fibrose
perimembranar. Resultados: Ao redor da membrana Bio-Gide® ocorreu discreta
infiltrac&o inflamatoéria e a membrana sofreu reabsorcdo ao decorrer do periodo pos-
operatério com reconstrucdo de periosteo prevalentemente de carater fibroso. A
membrana Marquette também ndo desencadeou importante reacdo inflamatoria.
Contudo, ndo foi verificada reabsorcao significativa durante o periodo, também
ocorreu significante formacado de capsula fibrosa cerceando toda area membranar.
Conclusdo: A membrana Marquette produz reacdo de isolamento tecidual,
minimizando a formacdo periostal a0 mesmo tempo que ndo proporciona sua
degradacéo.

DESCRITORES - Regeneracdo Ossea guiada. Biomateriais. Reacdo tecidual.
Biocompatibilidade tecidual.

ABSTRACT - Introduction: Simultaneously with the development of new
biomaterials, numerous surgical modalities have been proposed, with the aim of
promoting adequate regeneration of bone defects, without providing fenestrations or
dehiscence. Among the regenerative techniques currently accepted for this purpose,
guided tissue regeneration (GTR) stands out. Objective: To evaluate the healing
pattern and the histological response of the organism to the insertion of a type A
gelatin-based membrane, and to compare it with a commercial membrane. Methods:
Fifteen adult rabbits were selected. In the parietal region of the calvaria, flaps were
performed to create a supraperiosteal pouch and implantation of 2 types of resorbable
membranes: Marquette membrane and Bio-Gide® membrane. After the surgical
procedure, the animals were allocated into 3 randomly selected groups (n=>5) for the
period of euthanasia, which occurred at 2, 4 and 6 postoperative weeks. Subsequently,
the calvaria areas were removed and stained by H&E and analyzed for periosteum
formation, inflammatory infiltrate in the area of membrane insertion, membrane
degradation/resorption, and perimembrane fibrosis. Results: A slight inflammatory
infiltration occurred around the Bio-Gide® membrane and it underwent resorption
during the postoperative period with periosteum reconstruction, predominantly of a
fibrous nature. The Marquette membrane also did not trigger an important inflammatory
reaction. However, there was no significant resorption during the period; there was
also significant formation of fibrous capsule surrounding the entire membrane area.
Conclusion: The Marquette membrane produces tissue isolation reaction, minimizing
periosteal formation while not providing its degradation.

KEYWORDS - Guided bone regeneration. Biomaterials. Tissue reaction. Tissue
biocompatibility.
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INTRODUCAO

A bioengenharia tecidual, ou medicina regenerativa, é a area que se alicerca
na aplicacdo de principios das ciéncias biolégicas e das engenharias de materiais no
desenvolvimento de técnicas que promovam a expansao in vitro de células sobre um
suporte de biopolimeros bioreabsorviveis. Visa proporcionar a producdo e o
aperfeicoamento de novos materiais que sejam biocompativeis a natureza tecidual a
ser reparada, e que também possam reunir elementos tissulares e celulares que,
guando inseridos em areas anatbémicas receptoras, ndo incitam reacao imunitaria do
enxerto contra o hospedeiro ou degradacéo tecidual. Constitui abordagem terapéutica
fundamental que prop8e solucionar consequéncias cirurgicas de deformidades de
alguns o6rgaos e loci teciduais perdidos por traumas, cistos ou ressecc¢des tumorais
(DRAGOO et al., 2003; GOUDY et al., 2009) cuja finalidade é proporcionar ambiente
tecidual que mimetize a histofisiologia, homeostase e morfostase usual da regido a
ser regenerada (PLACE et al., 2009).

Diversos materiais, sejam de origem naturais ou sintéticos, vém sendo
propostos como de auxilio na reconstrucdo tecidual, como os derivados do colageno
animal ou o politetrafluoretileno expandido (e-PTFE) (AYUB et al 2011; COSTA et al
2016). Nessa semantica, algumas membranas sintéticas tém sido testadas e utilizadas
na ortopedia e na cirurgia craniofacial para regeneracao tecidual guiada (RTG).
Entende-se por RTG, especialmente na regeneracdo 06ssea guiada (ROG), o
fato de permitir que células osteoprogenitoras possam se proliferar e migrar
para a regido do defeito 6sseo e realizar a funcdo de proteger locus ésseo contra a
migracdo de um contingente celular ndo osteogénico, minimizando complicacfes
reparadoras, como, por exemplo, deiscéncias e fenestracbes 6sseas (RETZEPI 2010;
DIMITRIOU 2012).

Assim, inidmeros materiais vém ganhando espaco no campo da RTG e
aplicados frequentemente na terapéutica dos disturbios que levam a perda 6ssea. As
membranas nao reabsorviveis, como por exemplo o politetrafluoretileno expandido (e-
PTFE), parece exibir boa propriedade biol6gica quanto a protecéo e a invasao local de
células ndo osteogénicas ao local a ser regenerado, e apresenta, também, facilidade
de manipulacgéo clinica. Porém, apresenta a desvantagem da obrigatoriedade de uma
segunda intervencdao cirargica para sua remocao do leito cirdrgico receptor, condicao
gue proporciona maior morbidade. Por essa razdo, o desenvolvimento de biomateriais
poliméricos que sejam absorviveis pelo tecido receptor sem perder a propriedade de
RTG, vem sendo desenvolvido e testado principalmente em modelos animais
(BUSER, 2010).

As membranas de colageno parecem possuir ampla aceitagdo para uso clinico;
todavia, apresentam como desvantagem sua origem heterdloga, sendo obtidas, por
exemplo a partir de tecido dérmico de suinos, podendo proporcionar resposta
inflamatoria e reacéo a corpo estranho do organismo hospedeiro (LEE et al 2019).

Em contrapartida, as membranas de gelatina, desenvolvidas a partir do
colageno, tém recebido atencdo especial. Em tese, as gelatinas derivadas do
colageno sdo submetidas as técnicas que buscam o aprimoramento fisico e quimico
do material, buscando melhora da sua biocompatibilidade. Os resultados parecem ser
promissores quando utilizadas em procedimentos de regeneracdo 0ssea guiada
(ROG) (LAZIC et al., 2014).

Baseado na perspectiva de que diversos pesquisadores procuram desenvolver
materiais que possam substituir e reconstruir tecidos vivos, este estudo comparativo
entre 2 membranas tem por objetivo: 1) desenvolver e inserir na literatura um novo
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biomaterial gelatinoso produzido através de impressdo 3D; 2) averiguar sua
funcionalidade quanto a barreira fisica e biocompatibilidade; e 3) auxiliar a
neoformacgédo 6ssea e sua insercdo nos tecidos adjacentes.

METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade Evangélica
Mackenzie do Parana, Curitiba, PR, Brasil no. CAAE 1782/2017.

Amostra

Foram selecionadas 15 coelhas brancas da raga Nova Zelandia, com idade
variando de 180-300 dias, sem doencas prévias e com peso entre 2800-3500 g. Os
animais foram condicionados em biotério durante toda a duracdo do experimento e
tratados conforme os preceitos de ética no estudo dos animais.

Membranas

A membrana teste utilizada foi produzida pela Faculdade de Odontologia da
Universidade de Marquette, na cidade de Milwaukee, Estados Unidos e desenvolvida
pelo Instituto de Engenharia Biomédica, Departamento de Ciéncias da Engenharia,
Universidade de Oxford e pela Faculdade de Odontologia da Universidade de
Marquette, na cidade de Milwaukee. Tayebi et al. (2018), foram os que a idealizaram
e construiram a membrana denominada aqui de Marquette (Figura 1). A membrana a
ser testada foi confeccionada a base de gelatina (tipo A) proveniente da derme de
suinos, espessa, estruturada e com criacdo de porosidades. A confeccdo também
proporcionou camadas, as quais sdo multidirecionais, propriedade que visa criar
estrutura organizada em forma de scaffold e permitir o crescimento e migracao
simultanea de diferentes tipos celulares em cada face membranar.

Em sua construcao, apoés a solidificacdo do scaffold o material foi submetido a
criagdo de ligagbes cruzadas por imersdo em 12 mg/ml de 1-etil-3- (3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e 1,5 mg/ml N-hidroxisuccinimida (NHS) em
90% solucdo de etanol por 4 h. Para remover o agente téxico do processo de
reticulacdo, os scaffolds foram embebidos por 3 h consecutivas em 1 litro de agua
deionizada, a qual foi substituida a cada hora. Apds este processo, a desidratacao foi
realizada usando 50, 70 e 90% de etanol e armazenados em solu¢do com 90% etanol
em freezer a -20 °C até o uso, quando foram reidratados e lavados cuidadosamente
como descrito acima.
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Fonte: Tayebi L. et al 2018

FIGURA 1 — Processo de fabricAo da membrana Marquette: A) impressora 3D; B)
imagens macroscopicas dos “scaffolds” fabricados impressos em 3D
imediatamente apds a impressédo; C e D) apos a reticulacéo

A membrana Bio-Gide® foi escolhida como controle devido sua vasta literatura
associada a ROG e por ja estar liberada para comercializagdo a varios anos.

Procedimento cirdrgico

Ele foi realizado pelo mesmo cirurgido e os animais foram anestesiados através
da administracéo de solucéo estéril de cloridrato de cetamina 5% via intramuscular na
proporcdo de 60 mg/kg e relaxante muscular cloridrato xilazina 2% via intramuscular
na proporcdo de 10 mg/kg. Apés a anestesia, foi realizada tricotomia na area de
interesse cirargico, antissepsia com PVPI degermante e topico.

Na area de calvéria, na regido frontal e parietal foi realizada infiltracédo local com
1 ml de lidocaina 2% associada a adrenalina 1:100.000 e 2 retalhos trapezoidais
superficiais utilizando lamina de bisturi no. 11 com aproximadamente 1 cm de aresta
ao longo da calvaria. Manteve-se a base de maior comprimento para possibilitar
melhor nutricdo dos retalhos. A confec¢éo das bolsas supraperiostais se deu através
da divulsdo dos tecidos superficiais do peridsteo com tesoura (Figura 2A). As bolsas
foram preenchidas com membrana Marquette (Figura 2B) e Bio-Gide (Figura 2C),
respectivamente e a sutura realizada em plano tnico com nailon 4-0.
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D E F)

FIGURA 2 — A) Retalho na calvaria e divulsdo dos tecidos; B) membrana Marquette;
C) membrana Bio-Gide; D) aspecto da cicatrizacdo em 6 semanas; E)
remocdo da peca anatdmica; F) peca anatdbmica no momento da
eutanasia

ApGs os procedimentos cirargicos, os animais foram transferidos para a sala de
recuperacdo de procedimentos operatérios e, em seguida, mantidos no biotério
no mesmo local e nas mesmas condi¢6es do pré-operatorio. Para fins de analgesia, foi
administrado cloridrato de tramadol na dose de 5 mg/kg durante 7 dias, via
intramuscular. Para fins de profilaxia antimicrobiana, foi administrado amoxicilina tri-
hidratada na proporcéo de 20 mg/kg em dose Unica.

As eutanasias foram realizadas randomicamente (n=5) nos periodos de 2, 4 e
6 semanas pos-operatorias, através da administracéo de pentobarbital 100 mg/kg via
intravenosa. Constatado o 6bito, a regido de interesse foi removida e acondicionada
em solucéo de formalina 10% e encaminhados ao ao estudo histolégico.

Procedimentos histolégicos e histomorfométricos

Apbs eutanasia, a porcao do cranio contendo a pele e as areas com membrana
foram cuidadosamente removidas, deixando o peridésteo intacto e cobrindo os
fragmentos de membrana situados nos defeitos da calvéaria (Figuras 2E e 2F). Das
amostras foram obtidos cortes seriados longitudinais, e de cada fragmento
emblocado, foram obtidos 4 cortes seriados de 5 micrometros, estendidos em lamina
de vidro e corados com H&E.

Analise das pecas

A andlise histologica foi realizada por microscopia convencional e de luz para
medir o didmetro das pecas e averiguar presenca de area de membrana
remanescente e de fibrose perimembranar, presenca de membrana e grau de fibrose.
Para delineamento da mensuracdo, um Unico histologista que n&do conhecia
previamente o grupo a que pertencia cada espécime observado, realizou a avaliacéo
microscoépica e as medida histopatolégicas. Todas as imagens foram obtidas com
camera digital com resolucéo de 300 dpi acoplada a microscépiode luz com aumento
original de x40. Produziu-se assim imagem virtual de 110,12 x 76,17 cm. Imagem
digital composta de toda a area foi contada manualmente. Usando-se o software Image
J (US National Institutes of Health) foi delineado o perimetro externo e interno da
membrana e fibrose presentes em toda a area de interesse. Imagem de lamina de
1000 um foi usada para calibrar todas as mensuragdes. Média das 3 medicdes para
cada parametro foi calculada para cada amostra.

Dados, como infiltrado neutrofilico (agudo) e mononuclear (crénico), foram
guantificados por escores determinados com base nas células contabilizados na area
perimembranar da seguinte forma: negativo=de 0-1%; positivo +=entre 1-25%;
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positivo ++=entre 25-50% positivo +++=maior que 50%.

Analise estatistica

Cada parametro foi avaliado dentro do periodo de monitoramento. A anélise de
Shapiro-Wilk foi utilizada para determinar a normalidade, seguida do teste n&o
paramétrico de Kruskal Wallis para averiguar diferencas significativas entre os grupos.
Valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

RESULTADOS

Nenhum dos animais que fizeram parte deste estudo apresentaram deiscéncia
dos pontos em pos-operatorio. Como nao havia exposicdo das membranas, todos os
espécimes foram considerados para avaliagcdo. As feridas e os animais foram tratados
até o momento de eutanasia, as quais ocorreram em 2, 4 e 6 semanas do poés-
operatério.

Andlise histoldgica

Membrana Marquette

Em 2 semanas foi verificado fragmento de pele com derme reticular e derme
papilar com aspectos usuais composto por tecido conjuntivo, pelos quais permeavam
glandulas sebaceas e foliculos pilosos. Na derme profunda verificou-se membrana
exdgena integra, sem areas sugestivas de degradacao e invaséo de tecido conjuntivo
no interior da membrana. Perifericamente identificou-se discreta area de periésteo de
aspecto fibroso, e é&reas focais de processo inflamatério crénico de aspecto
linfoplasmocitario perifericamente. Nao foram observadas areas de células gigantes
multinucleadas, e a fibrose peri membranar foi discreta (Figura 3).

FIGURA 3 —Aspecto histoldégico pés-operatério da membrana Marquette e tecido
conjuntivo em: A) 2 semanas (seta aponta foco discreto de processo
inflamat6rio perimembranar); B) 4 semanas, com capsula de tecido
conjuntivo destacada como fibrose; C) 6 semanas, com capsula de
tecido conjuntivo destacada como fibrose

Em 4 semanas poOs-operatorio, o quadro histologico averiguado foi similar a
segunda semana. A derme reticular apresentava maior fibrose com areas sugestivas
cicatriciais, com perda de tecido glandular. Na derme reticular profunda, a matriz
membranosa era evidente. A membrana ainda se apresenta compacta sem areas de
penetracdo de tecido conjuntivo, regibes compativeis com angiogénese ou presenca
de sitios de reabsorcdo. Notava-se perifericamente tecido conjuntivo denso, com
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guadro de fibrose (Figura 3B), e area discreta de periésteo fibroso, composto por
poucas células fusiformes, compativel com fibroblasto.

Em 6 semanas a matriz membranosa permanecia evidente. A membrana
mantinha-se compacta com auséncias de areas sugestivas de reabsorcdo, migracéo
de tecido conjuntivo ao interior membranar ou areas de angiogénese. Notava-se
perifericamente tecido conjuntivo denso, aumento de area de fibrose, composto por
poucas células fusiformes, de aspecto fibroblastico (Figura 3C).

Bio-Gide

Na 22. semana de andlise foi verificado fragmento de pele com derme reticular
e derme papilar com aspecto usuais, composto por tecido conjuntivo pelos quais
permeavam glandulas sebaceas e foliculos pilosos. Na derme profunda verificava-se
membrana exdgena integra, sem areas sugestivas de degradacdo e invasdo de
tecido conjuntivo no interior da membrana. Perifericamente identificava-se discreta
area de periosteo de aspecto fibroso e areas focais de processo inflamatorio crénico
de aspecto linfoplasmocitario perifericamente. Nao foi observada areas de células
gigantes multinucleadas e a fibrose perimembranar foi moderada (Figura 4A).

A

FIGURA 4 — Membrana Bio-Gide: A) demonstra fragmento de pele, onde na derme
profunda identifica-se membrana com areas de reabsorcéo (seta) e
fibrose circunjacente em 2 semanas; B) verificam-se é&reas de
reabsorcédo evidente (setas negras) e remanescente membranar (seta
azul) em 4 semanas; C) remanescente de membrana verificando-se
areas de reabsorcédo e reentrancia de tecido conjuntivo nas areas de
degradacdo do Bio-Gide (seta azul), e area de peridsteo osteogénico,
revelados por seta negra em 6 semanas.

Na 42, semana, o aspecto histolégico revelou fragmento de pele com derme
reticular e derme papilar com aspecto usuais, composto por tecido conjuntivo pelos
guais permeiavam glandulas sebaceas e foliculos pilosos. Na derme profunda
verificava-se membrana exdgena com evidentes areas de reabsorgcao (seta negra),
ainda com remanescente de membrana em dissolu¢do no interior de areas sugestivas
de degradacéao (seta azul). Evidenciava-se invasao de tecido conjuntivo entre as areas,
sitios de reabsor¢cdo de membrana, pelo qual verificou-se local de tecido de
granulacdo de aspecto discreto e area de remodelacdo em periosteo fibroso foi
verificado (Figura 4B).

Na 62. semana o aspecto histologico demonstrou que a derme reticular e a
derme papilar mostravam-se com aspecto fibroticos, compostas por tecido conjuntivo
denso ndo modelado de aspecto cicatricial. Na derme profunda verificava-se
remanescente de membrana Bio-Gide com intensa area de reabsor¢ao (seta negra),
pela qual circundavam tecido conjuntivo com angiogénese e presenca de células
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gigantes tipo corpo estranho. Na face profunda do remanescente da membrana,
verificava-se tecido sugestivo de periésteo, com reorganizacdo em porcao fibrosa e

areas sugestivas de peridsteo osteogénico.

Avaliagcao quantitativa (Tabelas 1 e 2)
Para analise quantitativa os parametros area de membrana remanescente e
areas de fibrose periésteo foram mensuradas em mm?,

TABELA 1 - Mediana da area em mm?, valores minimos e maximos, da presenca de

membrana e fibrose

Periodo Membrana Membrana p
Marguette Bio-Gide
Area de membrana 2 semanas 14,03 (4,01 —4,07) [5,03 (5,12 — 5,00)[p=0,06

4 semanas

3,41 (3,28 — 3,63)

5,01 (5,32 — 4,89)

p=0,02

6 semanas

1,26 (1,42 — 0,96)

4,93 (5,02 — 4,79)

p=0,0004

Fibrose 2 semanas

1,26 (1,11 — 1,42)

1,13 (1,08 — 1,32)

p=0,09

4 semanas

3,26 (3,08 — 3,39)

1,45 (1,08 — 1,32)

p=0,006

6 semanas

4,61 (4,44 —4,69)

2,18 (2,15- 2,31)

p=0,002

TABELA 2 - Revela escore do processo inflamatorio na area perimembranar

Membrana
Bio-Gide

2 semanas +

4 semanas - -

6 semanas
2 semanas
4 semanas
6 semanas

Membrana
Marquette

Periodo

Processo inflamatério agudo (neutrofilico)

+
++
++

Processo inflamatério crénico

DISCUSSAO

Nos procedimentos de RTG utilizam-se diversas membranas, como as de
colageno (KAMOI; IINO; ISHIGURO, 2006), com o intuito de impedir a migrado de
células epiteliais e derivadas do tecido conjuntivas para o interior do defeito,
permitindo assim que células com potencial regenerativo, provenientes da area que
cerceiam o periésteo e células endésteas, repovoem a regido. Entretanto, para que
uma membrana possa ser aplicada em RTG e obtenha sucesso, ela deve permitir a
adesdo, migracado, proliferacdo e diferenciacao celular, além de n&o proporcionar
efeitos deletérios as células com as quais entrara em contato (WANG; MIYAUCH],
TAKATA, 2002).

Assim, para iniciar o processo de regeneracdo, 0 conteudo celular,
primeiramente, deve se aderir ao substrato membranar, para que em seguida ocorram
os eventos de proliferado e diferenciaj@o celular (GRINNELL, 1978). Evidéncias na
literatura demonstram que a adesao celular sobre a superficie dos biomateriais &
mediada por proteinas adsorvidas em sua superficie (FORGET et al., 2007;
GRAFAHREND et al., 2008). Esta absorcao, por sua vez, esta relacionada a quimica,
a topografia, e a energia de superficie do material (BOYAN et al., 1996).

Conforme ja relatado anteriormente, a proposta deste trabalho foi avaliar a
integracdo de uma membrana teste produzida através de bioimpressdo 3D com 0s
tecidos biologicos adjacentes e propor a sua utilizagdo dentro da RTG. Segundo a
literatura consultada, as vantagens deste biomaterial seriam a maior facilidade de
producdo em série com custo menor e maior disponibilidade de confec¢cdo em
diferentes formatos (BAKARICH et al., 2010; SHIM et al., 2014; CHIA et al., 2015;
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VANDERBURGH et al.,2016; WON et al.,2016; TAYEBI, et al., 2018; TURNBULL et
al.,2018; MAROULAKOS et al., 2019).

Os resultados desejados seriam a eficacia clinica e biocompatibilidade tdo boa
guanto aquela conseguida pelas outras membranas ja disponiveis no mercado e cuja
utilizagcdo em RTG ja é descrita na literatura. A reacdo de corpo estranho € algo que
normalmente ocorre no emprego de membranas ou demais materiais no meio
biolégico, sendo o grau de resposta dependente do tipo de material, quantidade e do
modo de fabricagdo (ANDERSON & RODRIGUEZ, 2008; MACLAUCHLAN et al.,
2009; SHEIKH et al.,2015).

Quando se comparam as 2 membranas estudadas apds 2 semanas, ja é
possivel observar certo grau de reabsor¢cdo da membrana Bio-Gide, e praticamente
nenhuma alteracdo na Marquette foi identificada.

Evidéncias substanciais parecem ser delineadas em 4 semanas quando se
compara a Bio-Gide e a Marquette. Na Marquette foi identificado exuberante tecido
conjuntivo denso, caracterizado como fibrose e evidente encapsulamento de toda a
area de membrana, sem evidente degradacao dela, situacdo que permaneceu sine
gua non a avaliacao histolégica no periodo de 6 semanas pos-operatérias.

Estes resultados podem ser considerados como esperados, uma vez que
encapsulamento e a resposta de corpo estranho sempre ocorrem, variando os graus
de intensidade. A membrana teste (Marquette) mostrou-se ser de material menos
reabsorvivel quando comparado a de controle. E relevante ressaltar que o processo
de degradacao é processo complexo. Grizzi et al. (1995), usando diferentes placas de
polimero polilactideo amorfo, observaram que o processo de degradacdo membranar
ocorre de forma heterogénea, e agrega a informacao de que a adsorcdo do polimero
ocorre centrifugamente, i.e., ocorre de forma mais intensa no centro quando
comparado a superficie, quando em contato com 0 meio aquoso, em tecido
mesenquimais, como ocorreu no presente estudo. O padrao quimico da degradacao
inicia-se por meio de hidrélise e consequentemente clivagem das ligacfes ésteres,
induzindo decréscimo da massa molar membranar diminuindo a estequiometria e
volume da membrana inserida.

Lam et al. (1994), confirmaram essa hipotese ao mostrarem que membranas
nao porosas de poliglicanos degradam mais rapidamente do que as porosas, pois no
caso das membranas n&o porosas o efeito autocatalitico € favorecido enquanto para
nas porosas ocorre a facilidade na dissolucédo dos produtos intrinsecos a membrana.
E provavel que a degradac&o ocorra na superficie devido ao gradiente de absor¢éo
de agua, mas pode se dissolver mais facilmente no centro quando comparado com os
locais distantes do centro da membrana e todo esse efeito parece ser simultaneo a
concentracéo de grupos finais carbonila, os quais aumentam no centro e passam a
catalisar o processo degradativo. Essa teoria pode ser sugerida na membrana Bio-
Gide, a qual mostrou padrao centrifugo de degradacédo e explica em parte a falta de
degradacdo na membrana Marquette, a qual apresenta-se de carater porosa.

E sobrepujante dizer que o processo de degradacdo hidrolitica pode
proporcionar a reducdo da massa molar, perda de tensdo e perda de massa,
simultaneamente. Neste contexto, primeiramente a agua infiltra pelo polimero e
compromete a integridade de suas cadeias poliméricas causando cisao por hidrolise
e a degradacéo do polimero. Este fenbmeno € de crucial importancia, pois determina
o tipo e a intensidade da resposta biolégica ao biomaterial implantado, pois a
ocorréncia de particulas poli, oligo e monoméricas liberadas durante a degradacgéo do
polimero in vivo esta diretamente correlacionada com mudanca no tipo e intensidade
da resposta inflamatoria.
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Além disso, a prépria fagocitose dos fragmentos remanescentes, também atua
como importante fator na modificacéo da resposta inflamatoria. A fagocitose modifica
o processo funcional do macroéfago, que € o pivd na resposta inflamatoria no tecido e
na reacdo de corpo estranho. As células gigantes observadas nesta fase séo
formadas pela fusdo de macrofagos. A fagocitose de fragmentos também pode causar
morte celular e a liberacdo do conteudo destas células mortas pode causar reacao
inflamatoria aguda (Hyon, 1984; Lam et al., 1995). E importante destacar, que a medida
em que ocorre, o quadro inflamatorio contribui para a formacdo do tecido de
granulacdo na area inflamada e secrecao de citocinas VEGF, e TGF-1 e, em conjunto,
proporcionam anfigénese e formacdo neovascular na area a ser regenerada, bem
como atuam na diferenciagéo celular, a qual inclui a area periostal. Essas teorias criam
explicacédo plausivel, para o desenvolvimento e reparo perimembranar a medida em
gue a membrana se dissolve.

Diferentemente dessas perspectivas, a degradacdo e reacdo imune nao foi
observada na membrana Marquette. O fenbmeno da falta de reacdo imune néo é
clara. Contudo, segundo Takata et al. (2001), a baixa adesao celular sobre uma
membrana, pode estar relacionada a sua reduzida capacidade de adsorver proteinas,
ao seu baixo grau de hidratacéo e a sua topografia.

Interessante, a membrana Marquette é polimérica desenvolvida a partir de um
gel de gelatina, proteina comumente sollvel obtida a partir da hidrélise parcial do
colageno. Para sua obtencao, inicialmente, foi realizado pré-tratamento quimico com
rompimentos das ligacdes nao-covalentes, condicdo que favorece a desorganizacao
da estrutura macromolecular e rompimento das pontes de hidrogénio. Essa ultima
situacao proporciona desestabilidade na tripla hélice proteica, mas com acapacidade
de produzir géis estaveis em temperaturas abaixo de 40 °C - como ocorre na
temperatura corpdérea -, sendo que este gel é termorreversivel. Por estar
completamente desnaturada, a gelatina pode apresentar-se como agente
emulsificante (GOMEZ-GUILLEN et al., 2011).

A emulsificacao é processo quimico onde transforma agente polar em apolar.
Esse fendmeno proporciona um nucleo hidrofébico o qual repulsa eletricamente a
agua da area membranar, minimizando o fendmeno de hidrélise.

Associado a este processo, deve-se ressaltar que os compostos gelatinosos
sdo materiais muito biocompativeis, impedindo adesdo de proteinas do sistema
complemento, condi¢cdo sine qua non para atracdo de processo inflamatorio local.
Talvez essa condicdo, bem como seu armazenamento e a porosidade possam ter
influenciado o resultado neste estudo, uma vez que o0 processo inflamatério e a
degradacéo (hidrolitica) foram minimizadas.

Essas condi¢des tornam a membrana Marquette, insuficiente para RTG, uma
vez que impede o desenvolvimento para a formacéo periostal, e ha necessidade de
sua remocao cirurgica, 0 que aumenta a morbidade do paciente.

CONCLUSAO

O menor grau de fibrose ao redor da membrana e maior taxa de reabsorgcao
foi encontrada na Bio-Gide. Portanto, nas condi¢cfes reproduzidas neste estudo, a
membrana Marquette ndo se mostrou superior no ponto de vista de
biocompatibilidade. Fator que pode estar associado a este resultado € a arquitetura
do scaffold, pois o tamanho e a direcdo das suas porosidades afetam diretamente a
migracdo e interacdo celular da regido devido a particularidade que cada tecido
possui, como os tipos de células, pH ou suprimento sanguineo.
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