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8 RESUMO: Foram avaliadas, histologicamente, 3 membranas de colageno com periodos diferentes de
tratamento por glutaraldeido a 0,05% (8, 22 e 28 horas). Os materiais foram implantados em tecido
subcutdneo de ratos por 3, 7, 15, 30 e 60 dias. A andlise histolégica mostrou: padrdo irritativo
semelhante para os 3 grupos; os materiais sofreram reabsorgdo completa para o grupo I (8 h) e
incompleta para os grupos Il e Il { 22 e 28 h) apds 60 dias; boa aceitagdo biolégica; o material (colageno)
é promissor para confecgao de membranas periodontais reabsorviveis.
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Introdugao

A evolugdo das pesquisas no campo da Periodontia tem levado. a novas formas
de tratamento da doenga periodontal (D.P.). Dentre as novas técnicas existentes, a da
Regeneragao Tecidual Dirigida é a que mais entusiasmo tem causado! 2 7.13.20.21,

Proposta inicialmente por Nyman et al.'’, esta técnica visa ao repovoamento da
superficie radicular, afetada pela doenga periodontal, por células do ligamento
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periodontal®, evitando, desta forma, a formagdo de um epitélio juncional longo,
freqliente nas intervengdes cinirgicas” 1 e a reabsorgdo radicular que ocorreria se
houvesse contato direto entre o conjuntivo gengival e a superficie radicular?® 16,

O material utilizado inicialmente, nesta técnica, foi o filtro Milipore 7. Estudos
posteriores demonstraram que uma membrana de politetrafluoretileno (Teflon) apre-
senta melhores resultados?. Porém este material apresenta custo muito maior (cerca
de US$ 100,00 por dente), o que restringe sua utilizagao a certos grupos sociais.

Além deste fato, os dois materiais acima apresentam o inconveniente de exigirem
uma nova intervengao cirirgica para sua remog¢ao, 42 dias apés sua colocagao.

Com o intuito de sanar estes problemas; alguns autores testaram membranas
feitas de material reabsorvivel, no qual se destaca o colageno? 18,

Sendo assim, € nosso objetivo desenvolver uma membrana de colageno reab-
sorvivel, nacional, que ndo apresente os inconvenientes dos materiais ndo reabsorvi-
veis, seja de facil aplicagao e esterilizagdo e que permanega integra pelo periodo
necessario a desempenhar a sua fungdo, mas, que apds cumprir sua missao, seja
fagocitada pelo organismo. Como um dos fatores que influem na reabsorg¢ao é o tempo
de cross-linkage, serdo testadas membranas com diferentes periodos de cross-linkage,
para se conhecer o seu padréo de reabsorgédo, de modo que no futuro se possa avaliar
este material no periodonto de caes.

Material e método

Foram utilizados 30 ratos (Rattus norvegicus, albinus, Holtzmann) machos,
pesando em média 220 gramas. Os animais foram divididos em 5 grupos de 6 animais,
com 4 implantes por animal. Estes foram mantidos antes e durante a pesquisa, Gom
ragao comercial semi-solida balanceada e 4gua a vontade.

As membranas de coldgeno reconstituido foram confeccionadas no Laboratério
de Bioquimica do Instituto de Fisica e Quimica da USP, Sao Carlos, em formato de
tiras. O tempo de tratamento com glutaraldeido 0,05%, com tampao fosfato 0,14 MpH
7,13, foide 8, 22 e 28 horas, de forma a permitir uma reabsorgéo organica com periodos
diferenciados. O material foi acondicionado em frascos de vidro com solugéo salina
estéril. No momento da implanta¢do, as membranas.foram recortadas com tesoura
cirtrgica no tamanho de 1 cm?.

Os animais foram submetidos a anestesia geral, por inalagédo de éter sulfurico, a
tricotomia foi realizada na regido dorsal escapular e pélvica e a anti-sepsia com
solugéo de 4alcool iodado. Os animais foram posicionados em mesa cirirgica, onde se
procedeu a implanta¢ao dos corpos-de-prova.

Para isso, foram realizadas 2 incisdes de aproximadamente 7 mm, uma naregiao
dorsal escapular e outra na regido dorsal pélvica, sendo o tecido subcutaneo cuida-
dosamente divulsionado por tesoura de ponta romba.
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As membranas foram implantadas no tecido subcuténeo do rato a uma distancia
de 3 cm da incisdo. Cada animal recebeu 4 corpos-de-prova, e a distribuigéo foi feita
de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1 - Divisdo do numero de implantes, por grupos e periodos.

Grupb
’ Periode I I m Total

(dias)

3 8 8 8 24
7 8 8 8 24
15 8 8 8 24
30 8 8 8 24
60 8 8 8 24
Total | 40 40 40 120

GI: membrana de colageno com cross-linkage de 8 horas.
GII: membrana de colageno com cross-linkage de 24 horas.
GIII: membrana de colageno com cross-linkage de 28 horas.

Decorridos 3, 7, 15, 30 e 60 dias, os animais foram novamente anestesiados,
trictotomizados, e as areas de implantes foram removidas, com margem de seguranga,
ap6s o que o animal foi sacrificado. As pegas cirurgicas foram fixadas em formalina a
10% e, ap6s receberem tratamento histolégico de rotina para inclusao em parafina, os
blocos foram cortados seriadamente com 6 micrometros de espessura e o material
corado pelo método de Hematoxilina-Eosina.

Resultado

Os Grupos II e III (22 e 28 horas) foram descritos conjuntamente por serem
semelhantes. ‘ '

3 dias

Em todos os grupos observa-se compacgéo de fibras, formando pseudocépsula,
assim como intensa populagéo celular e vascularizagdo. O infiltrado inflamatério é
intenso, predominando polimorfonucleares neutréfilos junto ao material e linfocitario
adjacente. A atividade macrofagica é também intensa, efetuada por células mononu-
cleadas, notando-se ainda alguns gigantocitos nos Grupos II e III (Figuras 1 e 5).

Rev. Odontol. UNESP, Sdo Paulo, 21; 181-190, 1992 183



7 dias

A cépsula que envolve o material apresenta-se no geral com amplitude moderada
para todos os grupos, mantendo populagao celular e vascularizagdo em grau intenso, com
evolugdo para discreta colagenizagdo nos Grupos II e III (Figuras 6 e 10). O infiltrado
inflamatério é intenso de prevaléncia linfocitaria; todavia, justaposto ao material é
neutrofilico em grau moderado, maior atividade no Grupo I (Figura 2). Ha intensa atividade
macrofagica exercida por mononucleados e gigantécitos em toda extensdo do material
implantado, notadamente nas bordas. As alteragdes celulares sdo minimas para todos os
grupos. N&o ha nenhuma evidéncia de mineralizagio ou de necrose por contato.

15 dias

A céapsula justaposta ao material em evolugdo por colagenizagdo mostra
populagéo celular e vascularizagdo moderadas. O infiltrado é moderado intenso com
prevaléncia linfocitaria, vendo-se alguns polimorfonucleares neutréfilos préximos ao
material em grau discreto/n&o-significante. Permaneceu intensa atividade macrofa-
gica, efetuada por células mononucleadas e gigantdcitos, em toda extensdo do
material implantado. Ndo foram encontrados sinais de necrose por contato ou
mineralizagao e alteragoes de significado (Figuras 3 e 11).

30 dias

Para este periodo, observamos uma tendéncia de diminuigéo da espessura da
cépsula, com colagenizagdo no Grupo I e moderada/intensa nos Grupos II e III
(Figuras 7 e 12), mantendo populagéo celular e vascularizagio em grau moderado. O
infiltrado inflamatério de predominio linfocitario é moderado, com algumas variagdes
para moderado/discreto no Grupo I (Figura 4), mantendo-se ainda alguns polimorfo-
nucleares neutrofilos. A atividade macrofagica, representada por células mononuclea-
das e gigantoécitos, varia de intensa a moderada/intensa, sempre abrangendo a
extensdo do material implantado. Novamente ndo foram encontradas necrose ou
mineralizago e alteragdes celulares de significado.

60 dias

Aos 60 dias nao foram encontrados vestigios do material do Grupo I. Para os
Grupos Il e III (Figuras 8 e 9), ha redugéo acentuada do material implantado envolvido
por capsula de espessura fina apresentando moderada/intensa colagenizagio para
discreta celularidade e moderada vasculariza¢do. O infiltrado inflamatoério em grau
discreto moderado é linfocitario. A atividade macrofagica, nas mesmas condigdes
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anteriores, é moderada. Nao foram encontrados sinais de mineralizagdo ou necrose
por contato e alteragdes celulares de significado.

FIGURA 1 - 3 dias - Grupo | - Capsula bem celularizada junto ao material implantado. Infiltrado inflamatério intenso. H.E. 200 X.
FIGURA 2 - 7 dias - Grupo [ - Detalhe de capsula e material. Intensa atividade macrofagica. Gigantocitos em destaque. H.E. 200 X.
FIGURA 3 - 15 dias - Grupo | - Atividade macrofagica sobre o material. Gigantocitos em destaque. H.E. 100 X.

FIGURA 4 - 30 dias - Grupo | - Atividade macrofagica sobre o material. HE. 100 X.

FIGURA 5 - 3 dias - Grupo I - Disjungdo tecidual junto ao material. Intenso infiltrado inflamatério. H.E. 40 X.

FIGURA 6 - 7 dias — Grupo Il - Capsula e material. Atividade macrofagica sobre o material. H.E. 200 X.
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FIGURA 7 - 30 dias ~ Grupo II - Atividade macrofagica sobre o material. Presenca de gigantocitos. H.E. 200 X.
FIGURA 8 - 60 dias - Grupo [l - Aspecto panordmico da cépsula e do material. Intensa atividade macrofagica. H.E. 100 X.
FIGURA 9 - 60 dias - Grupo Il - Cépsula e material Atividade macrofagica sobre o material. H.E. 200 X.

FIGURA 10 - 7 dias - Grupo [Il - Capsula & material. Atividade macrofdgica sobre o material. H.E. 200 X.

FIGURA 11 - 15 dias - Grupo III - Capsula em colagenizagio. Presenca de gigantocitos. HE. 200 X.

FIGURA 12 - 30 dias - Grupo 11l - Aspecto panorimico da cdpsula e material. Intensa atividade macrofagica. H.E. 40 X.
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Discussao

O advento da técnica de Regeneragdo Tecidual Dirigida (R.T.D.) trouxe um novo
alento & area de periodontia, por ser uma técnica previsivel de recuperagao do aparato
de insergéo, perdido no decorrer da doenga periodontal'27:1317.2021.22

Os primeiros trabalhos utilizavam-se de um filtro biolégico, o Milipore!217.20.21
que, embora servisse ao proposito, apresentava dificuldade de manuseio, esterilizagio
e se fragmentava, dificultando a remogao.

Numa segunda etapa desenvolveu-se uma membrana de politetrafluoretileno
(Teflon), apresentando uma série de vantagens, como facilidade de manuseio, ja vir
esterilizada, ndo favorecer a colonizagdo bacteriana, manutengao da integridade,
facilitando a remocdo e permitindo um crescimento celular maior em relagdo ao
Milipore20.21,

Apesar destas vantagens, ainda ndo é o material ideal, visto que ha a necessidade
de uma segunda intervengao cirirgica para sua remogao, aumentando os custos, além
de ser um incémodo ao paciente.

Desta forma, tem-se procurado materiais reabsorviveis ou soliveis para substi-
tuir a membrana de Teflon34811.15,

Dentre estes materiais, o colageno é um dos que apresenta maior probabilidade
de sucesso, pela sua utilizagdo aprovada nos campos médico e odontolégico, por ser
pouco agressivo, ter baixo custo e também poder servir de veiculo para outras
substancias quimicas'®, embora alguns autores considerem sua reabsorgao excessi-
vamente rapida para permitir o aparecimento de nova inserggo8122,

O grau de cross-linkage, a espessura do material e a resposta inflamatoéria é que
determinam o tempo de reabsorgio de uma membrana de colageno.

Os materiais por nés testados apresentaram grande semelhanga de comporta-
mento no tecido subcutaneo do rato, sendo que os dos Grupos II e III (22 e 28 horas,
respectivamente) foram praticamente iguais.

A reabsor¢ao do material ja foi observada aos 3 dias, e foi se intensificando até
o final dos periodos estudados, inicialmente por uma maior quantidade de células
mononucleadas, com aumento de células gigantes a partir do 72 dia.

Esta grande concentragédo de células fagocitarias esta de acordo com Carvalho
et al.?, que testaram em subcutaneo de rato, esponjas de colageno de origem suina.
Porém este material reabsorveu-se rapidamente, de tal forma que aos 15 dias
encontrou-se apenas uma pequena quantidade do material implantado. Este fato
mostra que as membranas por nos testadas sdo mais promissoras na utilizagdo em
R.T.D., do que as esponjas de colageno, visto serem de reabsor¢dao bem mais lenta'2.

Em relagéo a resposta tecidual, os materiais implantados foram, em geral, bem
tolerados, levando a formagao de capsula com proliferagao fibroblastica e vascular em

- evolugdo por colagenizagdo, demonstrando ser biocompativel. E interessante notar,

Rev. Odontol. UNESP, Sao Paulo, 21: 181-190, 1992 _ 187



também, que nio houve o aparecimento de mineralizagéo, que poderia acarretar um
efeito indesejavel em se tratando de membranas que devam ser reabsorvidas.

Aos 30 dias as membranas parecem apresentar estrutura ainda compativel, como
barreira mecanica, para os 3 grupos. Como aos 60 dias nio encontramos mais
Tesquicios das membranas no Grupo I (8'horas), portanto um periodo intermediario de
45 dias devera ser realizado. '

Como uma extrapolagao do subcuténeo de rato para areas de periodonto seja
dificil, novos estudos serdo necessarios para conhecer melhor as propriedades deste
material, que se mostra promissor, inclusive para poder propor modificagoes.

Conclusao

1. O padraoirritativo, para os 3 grupos, foi semelhante, determinando uma reagio
inflamatéria decrescente no decorrer dos periodos de analise.

2. Os materiais apresentaram reabsorgao, sendo que no Grupo I (8 horas) ela foi
mais rapida e nos Grupos II (22 horas) e III (28 horas) esta foi mais lenta.

3. A compatibilidade biolégica, em nivel de subcutaneo de rato, foi satisfatéria.

4. Os materiais testados mostraram-se promissores para a confecgdo de mem-
branas periodontais reabsorviveis.
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CANCIAN, D. C. J. et al. Evaluation of collagen membranes with different cross-linkage
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8 ABSTRACT: The collagen membranes were implanted in subcutaneos tissue of rats after treated with
0.05% glutaraldeido for different periods (8, 22, 28 h). The animals were sacrificed after 3, 7, 15, 30, and
60 days. Histological analysis showed: similar irritative patterns for the three groups; resorption for all
materials tested, complete in group I (8 h) and incomplete for groups II and II (22 and 28 h) after 60
days; good biological acceptance. Collagen Is a promissing material to be used for making resorbable
periodontal membranes.
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