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RESUMO

O objetivo deste artigo foi descrever o uso da membrana de coldgeno de pericardio bovino e apresentar
suas caracteristicas fisico-quimicas através de ensaios laboratoriais, além de um relato de caso comprovando seu
desempenho clinico. Chamadas de membranas nativas de colageno oriundas do pericardio animal, esse produto
apresenta caracteristicas ideais para a promocao da neoformacao éssea em procedimentos de enxertos para au-
mento volumétrico. Ensaios de microscopia eletronica de varredura (MEV) evidenciaram a organizacdo das fibras de
colageno e ensaios de tracdo apontaram para uma resisténcia adequada para os mecanismos de estabilizacdo do
enxerto, através de suturas, parafusos ou tachinhas. Dentro das limitacdes deste artigo, foi possivel concluir que a
membrana de colageno de pericardio bovino apresenta as caracteristicas adequadas para uso nos procedimentos
de regeneracdo éssea guiada, com eficiente manuseabilidade, estabilidade e previsibilidade.

Descritores: Regeneracdo 6ssea guiada, biomateriais, pericardio, membrana de colageno.

ABSTRACT

The aim of this article was to describe the use of the bovine pericardium collagen membrane and to present
its physical-chemical characteristics through laboratory tests, in addition to a case report proving its clinical perfor-
mance. Called native collagen membranes from the animal pericardium, this product has ideal characteristics for
promoting bone neoformation in grafting procedures for volumetric augmentation. Scanning electron microscopy
(SEM) tests showed the organization of collagen fibers, and tensile tests pointed an adequate resistance to the
mechanisms of graft stabilization, through sutures, screws or pins. Within the limitations of this article, it was pos-
sible to conclude that the bovine pericardium collagen membrane has the appropriate characteristics for use in
guided bone regeneration procedures, with efficient handling, stability, and predictability.

Descriptors: Guided bone regeneration, biomaterials, pericardium, collagen membrane.
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INTRODUCAO

A regeneracdo 6ssea guiada (ROG) é um método
cirdrgico utilizado para aumentar o 0sso alveolar em pa-
cientes com atrofia ¢ssea, antes da colocacao do implante
osseointegravel. Esta técnica necessita de membranas ab-
sorviveis ou nao absorviveis, além de enxertos ¢sseos. As
membranas evitam a invasdo do tecido mole circundante
e permitem as células osteogénicas repovoar os defeitos
0sse0s. Os enxertos ¢sseos sustentam as membranas e
conduzem o crescimento dos osteoblastos criando am-
biente propicio para crescimento do tecido desejado’.

O uso de membranas de barreira tornou-se um
padrao de cuidado no tratamento de defeitos 6sseos
periodontais e peri-implantares, assim como para pro-
cedimentos de aumento ésseo antes da colocacdo do
implante, para que 0s mesmos possam assumir uma
posicao tridimensional ideal para atingir a funcado de
longo prazo e o resultado estético previsivel para a res-
tauracao protética posterior?.

Quando esta técnica cirurgica foi estabelecida inicial-
mente, membranas feitas de politetrafluoroetileno expan-
dido (ePTFE) foram amplamente utilizadas e promovidas.
Embora estudos clinicos e experimentais tenham se mos-
trado excelentes, seus resultados se correlacionavam al-
tamente com complicacdes de cicatrizacdo de feridas e,
em particular, com deiscéncias. Sequelas de infeccdo de
feridas apés a exposicdo de membranas e, subsequente-
mente, um mal resultado na regeneracao 6ssea, se tradu-
ziam na principal desvantagem da técnica’.

Outra grande desvantagem das membranas nao
reabsorviveis é a necessidade de uma segunda cirurgia
para remover a membrana, resultando em desconforto
e aumento de custos para o paciente, bem como o ris-
co de perder parte do 0sso regenerado, pois a elevagao
do retalho resulta em certa quantidade de reabsorcao
crestal do osso alveolar?.

O surgimento das membranas de coladgeno trouxe
uma nova perspectiva para os contratempos encontra-
dos nas complicacdes das cirurgias trazidas pelas expo-
sicbes precoces das barreiras ndo absorviveis. De facil
manipulacdo e aceitaveis pelos tecidos gengivais, o uso
de membranas absorviveis no defeito juntamente com
enxertos 6sseos ganharam espaco consideravel na pre-
feréncia dos clinicos cirurgides®.

Estudos de eficiéncia das membranas absorviveis
comparadas as ndo absorviveis trouxeram resultados
similares para tipos de defeitos ndo criticos e semicri-
ticos. De qualquer maneira é importante ressaltar que
as membranas de barreiras devem ser usadas para
fornecer suporte estrutural ao local do defeito e para
promover o potencial regenerativo intrinseco do tecido
hospedeiro®.

Membranas de colageno sao normalmente oriundas
do colageno de origem bovina e suina dos tipos 1 e 3.
A capacidade do coldgeno de promover a adesao das
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células progenitoras, quimiotaxia, homeostase e degra-
dacdo fisiologica, juntamente com a facil manipulacdo e
baixa imunogenicidade, torna-o um material ideal para
preparacao de barreira’.

O mecanismo de degradacao dessas membranas du-
rante a cicatrizacdo da ferida ocorre pela acdo de meta-
loproteases liberadas pelos neutrofilos, mondcitos e fibro-
blastos para a area ferida. Essas proteinas degradam lenta
e gradualmente o coladgeno, com médias aproximadas
entre 60 a 90 dias de reabsorcdo. Em alguns casos, esse
periodo nao é suficiente para que o ciclo celular e vascular
estabilizem o processo ésseo regenerativo, principalmen-
te para os vetores verticais e de grande volume®.

Algumas propriedades vantajosas do coldgeno em
relacdo a outros materiais incluem funcdo hemostati-
ca, permitindo a estabilizacdo precoce da ferida. Suas
propriedades quimiotaticas atraem fibroblastos e sua
semipermeabilidade permite a transferéncia de nu-
trientes. Essas caracteristicas tém se traduzido como
membranas de preferéncia dos clinicos para produzir
quantidades significativas de regeneracdo dssea e pe-
riodontal, embora possam comecar a se dissolver antes
gue a regeneracgao 6ssea se estabilize®.

Este trabalho tem por objetivo caracterizar uma
nova membrana de coldgeno nativo, oriunda do pericar-
dio bovino, através da apresentacdo de sua morfologia
superficial macro e microestruturada, resisténcia fisica a
tracdo e sua eficiéncia nos procedimentos ¢sseos rege-
nerativos, através da apresentacao de um caso clinico.

CARACTERIZACAO E RELATO DE CASO

Microscopia eletrénica de varredura

Durante a incidéncia de um feixe de elétrons em
uma amostra solida ocorrem alguns processos de
interacdo entre eles. Os diversos tipos de elétrons refleti-
dos e os elétrons absorvidos sdo utilizados na microsco-
pia eletrénica de varredura. O feixe incidente modula os
elétrons que, quando capturados, produzem imagem da
superficie da area varrida. Raios-X também séo gerados
nessa interacdo entre elétron e matéria, sendo que os
mesmos sao utilizados para identificar qualitativamente
os elementos quimicos presentes nas amostras.

As micrografias foram obtidas em um MEV
(Microscopio Eletrénico de Varredura) modelo Inspect
da FEl, com aumentos de 500X, 2500X e 5000X.

A amostra foi analisada utilizando detector de
elétrons retroespalhados (BSED). As micrografias obti-
das com detector BSED geram imagens com contras-
tes de cor, sendo dependentes da composicdo local da
mesma. As Figuras 1 a 3 apresentam as micrografias da
superficie com analises realizadas em baixo vacuo para
gue nao fosse necessario nenhum tipo de modificacao
na amostra para a realizacao da analise.




Figura 1 (A-B) — Micrografia com aumento de 500 X: A) lado liso B) lado poroso.

Figura 2 (A-B) — Micrografia com aumento de 2500 X: A) lado liso, B) lado poroso.
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Figura 3 (A-B) — Micrografia com aumento de 5000 X: A) lado liso, B) lado poroso.
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Uma analise gréfica estatistica da distribuicdo dos
tamanhos de poro foi determinada através das micro-
grafias (Grafico 1), aplicando-se o teste de normalidade
de Anderson-Darling (Tabela 1), considerando valor-p<
0,005 para a obtencdo do valor médio do tamanho
do poro, tomado como sendo sua maior diagonal. O

Didmetro do poro (pm)

Grafico 1 — Representacdo das medidas em pm obtidas
por campo.

Intervalos de 95% de Confianga
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Grafico 2 - Representacao das médias e medianas do ta-
manho do poro com intervalo de confianca de 95%.

tamanho médio observado foi de 19,52um (Figura 4).
A andlise EDS apresenta as porcentagens dos
elementos quimicos encontrados nas regides de inte-
resse das amostras. O resultado desta andlise para a
superficie da amostra analisada é mostrado na Tabela
2. Foram analisadas 8 diferentes regides da amostra.

Tabela 1 - Apresentacdo do teste de normalidade.

Teste de normalidade de Anderson-Darling

A-Quadrado 13,24
Valor-p <0,005
Média 19,516
DesvPad 28,442
Variancia 808,930
Assimetria 4,6569
Curtose 28,3422
N 110
. 0,996
Minimo . 5133
1°. Quartil
Mediana 12,306
3°. Quartil 2E0E)
» 229,236
Maximo

Intervalo de 95% de Confianca para Média
14,141 24,891
Intervalo de 95% de Confianca para Mediana

8,411 15,663

Intervalo de 95% de Confianca para DesvPad
25,115 32,792

Tabela 2 — Anélise de teor elementar em percentual, identificando o (C) carbono, (N) nitrogénio e (O) oxigénio como

elementos encontrados na membrana.

Elemento
C 53,42 52,04 53,69
15,63 16,83 16,69
O 30,12 30,29 28,62

Teor elementar %

KT I T N T B N

50,19 50,89 52,61 52,61 50,24
17,21 17,94 15,19 15,19 17,80
31,90 30,22 30,61 30,61 31,43

Ensaio de tracao

O ensaio de tracdo foi realizado baseando-se
na norma ASTM D882:2012 - (Standard Test Me-
thod for Tensile Properties of Thin Plastic Sheeting)
em maquina universal de ensaios modelo 5969R da
Instron com célula de carga de 500 N e velocidade
do ensaio de 5 mm/min. Foram utilizadas garras de
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fechamento frontal. Os corpos de prova foram acon-
dicionados a 23+2°C e 50+5% RH antes do ensaio.
A Tabela 3 apresenta as propriedades mecanicas em
tracdo da amostra, provocando tracionamento até a
ruptura dos corpos de prova com uma velocidade de
5 mm/min.



Tabela 3 - Média de resisténcia a tracdo de 16,69 (MPa) com média de deformacéo de 78,2%.

. Fator de | Resisténcia | Tensao na | Deformacao
A Corpo Modulo N ~

mostra de Prova (MPa) Quebra a Tracao ruptura na ruptura

(kN/m) (MPa) (MPa) (%)

1 61,1 6,0 16,57 16,57 68,8

LCP190587
2 34,5 5,8 16,82 16,64 87,7
Média 47,8 59 16,69 16,60 78,2

RELATO DE CASO

Paciente MIO, género feminino, 46 anos de idade,
caucasiana, com bom estado de saude geral e sem ha-
bitos parafuncionais ou deletérios, sem histérico médi-
co digno de nota, compareceu ao consultério odonto-
|6gico apresentando auséncia dos elementos anteriores
superiores de incisivo lateral direito ao esquerdo e com
uma protese parcial removivel acrilica com o relato de
hipermobilidade e estética desfavoravel, contudo, sem
sintomatologia.

O historico de perda dental revelou trauma e avul-
sdo dos dentes anteriores por acidente aos 12 anos de

Figura 4 — Imagem clinica inicial. Observar consideravel
perda dssea.

A paciente foi pré-medicada com amoxicilina 500
mg, iniciando um pré-cirdrgico com 2 g da medicacdo
ingeridos 1 hora antes da cirurgia, e administrado um
colutério antisséptico a base de clorexidina a 0,12%
iniciando 7 dias antes do procedimento. Foi realizada
anestesia infiltrativa em fundo de sulco e anestesia loco
regional infraorbitaria no forame incisivo, com solucao
de articaina a 4% (DFL, Rio de Janeiro, Brasil).

Na sequéncia, foram realizadas uma incisdo sobre
a crista ligeiramente para vestibular e duas incisées re-
laxantes nas porcdes distais dos caninos, e elevado re-
talho total (Figura 6). Apds a exposicao do leito cirurgi-

idade, o que provocou transtornos sociais e psicologi-
cos, trazendo dificuldades de sorrir e perda de auto-
confianca.

Cuidadosa anamnese e exame clinico foram rea-
lizados, e foram solicitados exames complementares
e radiologicos para planejamento do caso. Em exame
clinico, a presenca de um rebordo atréfico associado a
analise das tomografias levou a definicdo da necessida-
de de reconstrucao 6ssea com finalidade de instalacao
de implantes para futura sustentacdo da protese fixa
da paciente (Figuras 4 e 5).

Figura 5 - Imagem de tomografia inicial.

Co, uma incisdo em peridsteo foi realizada com objetivo
de aumentar a mobilidade do retalho para promover
seu adequado fechamento através das suturas finais
(Figura 7).
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Figura 6 — Elevacao do retalho total com visualizacao de
reabsorcao déssea.

Promovida a mobilizacdo do retalho, uma incisdo
chamada VISTA (vestibular incision subperiosteal tun-
nel access) foi realizada na linha média mandibular,
iniciando-se na linha mucogengival extendendo-se
aproximadamente 10 mm, com o objetivo de exposi-
¢ao do osso mentual para coleta de enxerto autégeno,

Figura 8 — Incisao vertical Unica VISTA.

Colhido o enxerto autdgeno, o mesmo foi mistu-
rado & matriz bovina mineralizada (Bonefill Mix — Bio-
nnovation Biomedical, Bauru, Brasil) na proporcao de
70:30 (70% de enxerto 6sseo e 30% de 0sso autdge-
no). Deu-se sequéncia com o preparo da membrana
de pericardio bovino (Surgitime Collagen Pericardium

Figura 7 - Incisdo em periésteo para promocdo de mobi-
lidade do retalho.

a fim de mistura-lo com a matriz mineralizada bovina
(Figura 8). Obtido afastamento total subperiésteo, o
enxerto 6sseo autogeno foi removido com uma broca
coletora de osso particulado (Broca Trefina Coletora 5
mm - WF Instrumentais, Barueri, Brasil) (Figura 9).

Figura 9 — Broca coletora de osso particulado autégeno.

30X20 - Bionnovation Biomedical, Bauru, Brasil) (Figu-
ra 10), promovendo sua reconstituicdo em soro fisio-
|6gico em temperatura ambiente por um periodo de 5
minutos, e a mesma foi entdo recortada de acordo com
o tamanho do defeito para promover o recobrimento
total do enxerto (Figura 11).

Figura 10 — Membrana de colageno de pericardio bovino.
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Figura 11 — Adaptacdo da membrana de acordo com a
forma do defeito dsseo.



A membrana de coladgeno foi fixada com tachinhas
de fixacao (WF Instrumentais, Barueri, Sdo Paulo, Bra-
sil) na porcdo palatina do rebordo alveolar e, sequen-

cialmente, foram feitas perfuracdes no osso cortical
vestibular para promocdo de sangramento enddsseo
(Figura 12).

Figura 12 (A-B) - A) Posicionamento de broca para decorticalizacdo. B) Visualizacao do sangramento enddésseo, garan-

tindo nutricdo do enxerto.

O enxerto preparado foi posicionado acomodando
o material com leve pressao (Figura 13) e a membrana
de colageno foi tracionada vertical e vestibularmente

S LB F o
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Figura 13 — Acomodacao do enxerto.

O procedimento de sintese foi realizado com mono-
filamento de polipropileno 5.0 (Techsuture, Bauru, Bra-
sil) com o qual suturas de colchoeiro horizontal foram
realizadas para estabilizacdo do retalho, suturas simples
sobre o rebordo, e nas relaxantes foram realizadas para
a aproximacdo dos bordos incisados (Figura 15).

Decorridos 14 dias pds-operatorios, a paciente re-
tornou apresentando uma cicatrizacdo gengival den-
tro dos padrées de normalidade com uma qualidade
tecidual que permitiu a remocdo das suturas (Figura
16). Observada mensalmente para avaliacao e controle
cicatricial, ap6s 6 meses (Figura 17) foi solicitada a re-
alizacdo de um novo exame de imagem tomogréfica

ao enxerto tensionando-o de forma a estabiliza-lo jun-
to a cortical 6ssea do rebordo (Figura 14). Foram utili-
zadas tachinhas de titanio para fixar a membrana.

Figura 14 - Estabilizacao do enxerto com a fixacdo tensio-
nada da membrana de colageno.

para planejamento dos implantes. Na tomografia, foi
encontrada uma quantidade éssea aumentada em re-
lacdo ao estado inicial, com dimensdes que permitem
agora a instalacao de implantes (Figura 18).
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Figura 15 — Sutura combinada de técnica de colchoeiro
e simples.

Figura 17 — Imagem do rebordo ap6s 6 meses de cica-
trizacao.

Novamente pré-medicada e seguindo o mesmo
protocolo antibidtico e antisséptico, inicialmente foi
executada a prova do guia cirdrgico (Figura 19) para
a exata localizacdo dos pontos de eleicao para instru-
mentacao do implante. Apds procedimento anestésico,
foi realizada a obtencao do retalho total para visualiza-
¢ao do campo operatério e 0 0sso da pré-maxila foi ins-
trumentado para a instalagcdo dos implantes (Biomorse
XP 3,5 x 10 mm - Bionnovation, Bauru, Brasil) dentro
do plano protético previamente elaborado (Figura 20).

Decorridos 4 meses de cicatrizacdo 6ssea dos im-
plantes, uma cirurgia de reabertura dos implantes si-
multaneamente a fixacdo de uma protese provisoria
sobre os implantes foi realizada, gerando para a pa-
ciente uma situagdo mais confortavel protética, elimi-
nando a removivel pré-existente (Figura 21).
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Figura 16 — Imagem de reparo cicatricial do rebordo en-

xertado.
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Figura 18 - Imagem tomogréfica de planejamento para
os implantes. Notar adequacao do enxerto e aumento de
volume.
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Figura 19 — Prova de guia cirurgico.



Figura 20 (A-E) — A) Vista frontal do rebordo enxertado.
Observar integracdo do enxerto. B) Vista oclusal do re-
bordo enxertado. Volume adequado para instalacdo dos
implantes. C) Vista oclusal do rebordo instrumentado. D)
Vista oclusal do rebordo com os implantes instalados. E)
Vista oclusal das suturas.

Figura 21 (A-B) -
Relacéo labial e sor-
riso com a protese
provisoria:  A) Vis-
ta lateral e B) vista
frontal.
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DISCUSSAO

Este trabalho teve por objetivo caracterizar uma
membrana de coldgeno de pericardio bovino, apresen-
tando sua morfologia superficial através de microscopia
eletrénica de varredura e identificar seu potencial contra
ruptura e deformacdo através de teste de tracdo. Um
relato de caso clinico também foi apresentado para elu-
cidar clinicamente o comportamento fisico, assim como
demonstrar os passos de técnica para seu uso.

As membranas nativas oriundas de pericardio ani-
mal tém como vantagem a preservacao estrutural das
fibras do tecido, ricas em colageno®'°. Porém, para tor-
na-la implantavel, é muito importante a deslipidizacao
e acelularizacdo, além da remocao de estruturas que
possam trazer quaisquer possibilidades de producao
de fenébmenos antigeno-anticorpo'. Para tanto, o uso
de diversos reagentes com concentracao e temperatu-
ra adequados devem ser aplicados, mas com cuidado
para ndo desorganizar sua estrutura, mantendo suas
caracteristicas fisicas. Através de microscopia eletronica
de varredura observou-se que as estruturas permane-
ceram organizadas e os feixes de coldgeno nao sofre-
ram alteracoes'.

A importancia do uso de barreiras de membranas
tem sido apresentada através de diversas técnicas cirur-
gicas de ROG. Dentre elas, além da exclusao celular de
células de alto indice mitotico, a estabilizacdo do enxer-
to representa um papel importantissimo para a neofor-
macao 6ssea no ambiente criado cirurgicamente®'213,
Para tanto, as membranas absorviveis de pericardio
devem ter propriedades fisicas elasticas de maneira a
conter apropriadamente o material de preenchimento
0sseo e isolar a area enxertada por tempo adequado
para a formacao éssea’®. Em nosso teste realizado, a
Surgitime Collagen Pericardium apresentou uma média
de resisténcia a tracdo de 16,69 (MPa) e uma média de
deformacao de 78,2% até a sua ruptura, demonstran-
do ser suficientemente resistente para os procedimen-
tos de enxertia éssea.

Dentre as vantagens e desvantagens das membra-
nas em ROG, pode-se apontar sequelas de infeccao de
feridas apos a exposicdo de membranas ndo absorviveis
e, subsequentemente, um mau resultado na regenera-
¢ao ossea’*4. A exposicdo precoce das membranas de
barreira ao ambiente oral e subsequente colonizagao
bacteriana podem até mesmo exigir sua recupera¢ao
prematura. J& as membranas de coldgeno apresentam
raros relatos de exposicdo precoce, pois sdo gentis com
os tecidos moles e podem ser utilizados mesmo nos
perfis gengivais mais delgados®'213.

Por outro lado, o tempo de absor¢cao das membra-
nas naturais de pericardio se apresentam com médias
de 60 a 90 dias. Por se tratar de médias nao absolutas,
ela pode comecar a se dissolver antes que a regenera-
cado 0ssea se estabilize, permitindo a acdo de células

penmisTry IN science  Full Dent. Sci. 2020; |2(46):32—43.

ndo osteogénicas sobre a area enxertada. Este fato ndo
acontece com as barreiras ndo absorviveis, sendo mais
previsiveis, principalmente em &reas de defeitos dsseos
criticos, onde a demanda da permanéncia da membra-
na é mais sensfvel'.

Os resultados clinicos encontrados no caso apre-
sentado demonstraram que a membrana de colageno
Surgitime Collagen Pericardium foi eficiente no proce-
dimento regenerativo, sem provocar rea¢des teciduais
nem exposicao precoce. Dentre outras caracteristicas ja
citadas, a capacidade do colageno de promover a ade-
sdo das células progenitoras, quimiotaxia, homeostase
e degradacéo fisiolégica juntamente com a facil mani-
pulacao e baixa imunogenicidade, torna-o um material
ideal para preparacdo de barreira para os procedimen-
tos de ROG™.

CONCLUSAO

Respeitando os limites da observacdo clinica e do
suporte literario a respeito do assunto, concluiu-se que
a membrana de colageno de pericardio bovino apre-
sentada neste trabalho é suficientemente capaz de pro-
mover mecanismo de barreira, contencao do enxerto e
biocompatibilidade para suportar as reagbes teciduais,
além de apresentar as caracteristicas adequadas para
uso nos procedimentos de regeneracdo éssea guiada,
com eficiente manuseabilidade, estabilidade e previsi-
bilidade.
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