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RESUMO

A doenca periodontal é caracterizada como um processo inflamatério crénico que
potencialmente leva a destruicdo O0ssea alveolar e posteriormente a perda dentaria,
sendo a doenca 0ssea mais comum nos humanos. Esse carater inflamatorio da
doenca €é devido a intensa infec¢cédo bacteriana, associada ao biofilme pré-instalado na
superficie dentaria. A membrana amnibtica (MA) tem atraido atencdo como
biomaterial para a medicina regenerativa, devido a presenca de células tronco que
conferem propriedades de biocompatibilidade, antibacteriana, antiinflamatoria,
imunomodulatéria e pré-angiogénica. Sua arquitetura unica lhe torna um biomaterial
promissor para regeneracédo tecidual, conferindo excelentes propriedades biologicas
e mecanicas. O objetivo deste estudo é analisar o potencial da MA na regeneracao
dos tecidos periodontais na periodontite induzida em ratos. A casuistica € composta
por 26 ratos machos Rattus norvegicus, Albinos, Wistar, com peso aproximado de 200
a 2509, os quais apos o periodo de aclimatizacao foram divididos aleatoriamente nos
grupos: Grupo Normal (n=6): os animais ndo foram submetidos a nenhum
procedimento, seguindo o percurso normal do experimento; Grupo Ligadura (n=10):
0s animais foram submetidos a ligadura para inducdo da periodontite e apos 2
semanas esta foi removida; Grupo Ligadura + MA (n=10): os animais foram
submetidos a ligadura para inducdo de periodontite, apés 2 semanas a ligadura foi
removida e a MA colocada ao redor do defeito 6sseo. ApGs 4 semanas de atuacao da
MA os animais foram eutanasiados e as analises macroscopica, morfométrica,
histologica e histomorfométrica foram realizadas para avaliar o reparo periodontal.
Observou-se significativa instalacdo da doenca periodontal, e apés a colocacédo da
MA, verificou-se a diminuicdo da perda 6ssea alveolar, diminuicdo da profundidade de
sondagem, ganho no nivel de insercao conjuntiva, e tecidos periodontais com aspecto
de normalidade, particularmente o ligamento periodontal com os feixes de fibras
colagenas bastante definidos e organizados. Conclui-se que a MA pode estimular o
reparo periodontal apos ter removido 0 agente etiolégico que estava provocando a
periodontite.

Palavras-chave: membrana amniética; medicina regenerativa; periodontite; ratos;
ligadura.



Regenerative potential of the amniotic membrane in disease periodontal
induced in rats: histological and morphometric

ABSTRACT

Periodontal disease is characterized as a chronic inflammatory process that potentially
leads to alveolar bone destruction and later tooth loss, being the most common bone
disease in humans. This inflammatory character of the disease is due to the intense
bacterial infection, associated with the biofilm pre-installed on the tooth surface. The
amniotic membrane (AM) has attracted attention as a biomaterial for regenerative
medicine due to the presence of stem cells that confer biocompatibility, antibacterial,
anti-inflammatory, immunomodulatory and pro-angiogenic properties. Its unique
architecture makes it a promising biomaterial for tissue regeneration, providing
excellent biological and mechanical properties. The objective of this study is to analyze
the potential of AM in the regeneration of periodontal tissues in induced periodontitis
in rats. The sample consisted of 26 male Rattus norvegicus, Albinos, Wistar rats,
weighing approximately 200 to 250g, which after the acclimatization period were
randomly divided into groups: Normal Group (n=6): the animals were not subjected to
any procedure, following the normal course of the experiment; Ligature Group (n=10):
the animals were submitted to ligation to induce periodontitis and after 2 weeks it was
removed; Ligature + MA group (n=10): the animals were submitted to ligation for
induction of periodontitis, after 2 weeks the ligature was removed and the MA placed
around the bone defect. After 4 weeks of AM action, the animals were euthanized and
macroscopic, morphometric, histological and histomorphometric analyzes were
performed to evaluate periodontal repair. A significant installation of periodontal
disease was observed, and after AM placement, there was a decrease in alveolar bone
loss, a decrease in probing depth, a gain in the level of conjunctival attachment, and
periodontal tissues with an aspect of normality, particularly the ligament. periodontal
tissue with well-defined and organized collagen fiber bundles. It is concluded that AM
can stimulate periodontal repair after removing the etiologic agent that was causing
periodontitis.

Keywords: amniotic membrane; regenerative medicine; periodontitis; rats; ligature.
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1 INTRODUCAO

7

A doenca periodontal € um processo inflamatério crénico que afeta o
periodonto, causada por uma infec¢éo bacteriana associada ao biofilme pré-instalado
na superficie dentaria (ELAHI et al.,, 2021). Engloba a inflamacdo gengival, a
degeneracgéo do ligamento periodontal e cemento, e perda do osso alveolar, sendo
que o comprometimento destas estruturas de suporte eventualmente leva a perda do
dente (KINANE; STATHOPOULOU; PAPAPANOU, 2017). Uma pesquisa
epidemioldgica sugeriu que mais de 50% de todos os adultos no mundo séo afetados
por doencas periodontais (CARASOL et al., 2016). A patogénese desta doenca é
complexa e envolve as interacdes entre a resposta imune do hospedeiro e 0s micro-
organimos presentes no biofilme abrangendo, também fatores de riscos incluindo
tabagismo e genética. O grande desafio na terapia periodontal regenerativa é
recuperar o periodonto perdido. Este desafio é ainda maior quando néo se da a devida
atencdo a remocao do biofilme e aos agravantes da doenca, tornando o tratamento
dificil (LIU et al., 2019).

O tratamento periodontal convencional e inicial € a profilaxia por meio da
raspagem e alisamento radicular visando interromper o acumulo de bactérias e
controlar a doenca. Porém dependendo da gravidade da destruicdo periodontal
apenas essa conduta ndo é suficiente, tornando necessario o uso de terapias mais
invasivas como retalhos mucoperiosteal para a raspagem subgengival (ELAHI et al.,
2021). O organismo por si s6, quando se encontra livre do agente etioldgico tende a
reparar as estruturas perdidas, porém hoje em dia é almejada a regeneracao das
mesmas. Dentro deste campo ganha destaque a regeneracédo tecidual guiada, que
tem como objetivo guiar as células com capacidade regenerativa para repovoar a
lesdo e promover novo cemento, ligamento periodontal e osso (NUNEZ et al., 2019).
Estudos sugerem que materiais biolégicos, incluindo membranas de colageno e
membrana amniética humana, tém potencial suficiente para serem usados na
regeneracdo 6ssea guiada (SHETTY; CHATTERJEE; BOSE, 2014; FENELON et al.,
2018).

Na contemporaneidade cresce a utilizacdo da engenharia de tecidos, a qual é
um campo interdisciplinar focado no reparo, substituicdo, ou regeneracao de tecidos
danificados por traumas, senescéncia, doencas inflamatérias e degenerativas. A

engenharia de tecidos apresenta constante progresso por possibilitar a regeneracéo
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do tecido perdido usando células-tronco mesenquimais (CTMs), entre outras. O
potencial das células tronco € devido as caracteristicas de serem indiferenciadas,
auto-renovaveis por longos periodos, ao seu potencial de diferenciacdo em tipos
celulares especializados, e mais recentemente a capacidade de imunomodulagéo
durante a regeneracdo tecidual (NTEGE; SUNAMI; SHIMIZU, 2020). Para a
regeneracao dos tecidos periodontais CTMs de varios tecidos tem sido investigadas,
incluindo as do ligamento periodontal (IWATA et al., 2009; PARK; JEON; CHOUNG,
2011), tecido adiposo (WU et al., 2016), periésteo (JIANG et al., 2010) e da membrana
amniética (AGARWAL et al., 2014; WU et al., 2016).

A membrana amnidtica (MA) é a mais interna das membranas fetais, que
juntamente com a placenta é descartada apos o parto. E translicida e avascular
apresentando espessura entre 0,02 mm e 0,5 mm, sua estrutura forte e elastica facilita
a manipulacao durante a pratica cirdrgica, e exibe uma rica heranca de colageno dos
tipos |, IV, V e VI, proteoglicanos, laminina e fibronectina (GUPTA; KEDIGE; JAIN,
2015). Tem sido usada clinicamente sobre queimaduras e Ulceras dérmicas (REILLY
et al., 2017; DEHGHANI et al., 2017), na oftalmologia para tratamento de necrose e
inflamacéo grave dos olhos (CAPOROSSI et al., 2019) e seu uso em odontologia
também esta se expandindo rapidamente com aplicacbes em caso de defeitos na
mucosa oral (KAR et al., 2014), defeitos intradésseos (TSUNO et al., 2014) e recessdes
gengivais (SHETTY; CHATTERJEE; BOSE, 2014). Além disso, em estudos preé-
clinicos a MA demonstrou-se eficiente para tratamento de fibrose hepatica, impedindo
a sua progressao para a cirrose (SANT'ANNA et al., 2011; 2016; 2017; MAMEDE;
SANT'ANNA, 2019; TEIXEIRA et al., 2020), reparo de tenddo (NICODEMO et al.,
2017) e tratamento de feridas cronicas (CAMPELO et al., 2018). Esse amplo campo
de atuacdo € alcancado devido as suas propriedades: antibacteriana, anti-
inflamatoria, antifibrotica, pré/anti angiogénica e de estimulo a epitelizacdo,
diminuindo o tempo de cicatrizacdo e a dor. Ademais, é um tecido biocompativel, e as
propriedades mecéanicas como estabilidade, flexibilidade e permeabilidade fazem dela
um potencial scaffold, suportando a migracdo e adeséo celular, e com isto o
crescimento do tecido. Assim, é considerada um biomaterial potente para uso na
engenharia de tecidos, para o reparo ou regeneracao (LEAL-MARIN et al., 2021).

A terapia periodontal regenerativa com o uso da membrana amnibética visa
restaurar os tecidos de suporte perdidos por sequela da doenca periodontal

inflamatodria. Desde que a regeneracdo destes tecidos € um processo complexo, a
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terapia regenerativa com a MA tem atraido atencdo devido as suas propriedades
biolégicas e mecanicas, que por sua vez sdo atribuidas aos seus componentes,
incluindo fatores de crescimento, citocinas e proteinas estruturais (LAFZI et al., 2007).
A MA reduz a inflamacéo e fornece uma matriz altamente rica em proteinas facilitando
a migracao de células na area de defeito, ou seja, sustenta a proliferacao celular e
crescimento tecidual, além de servir como uma barreira protetora da ferida (WU et al.,
2016). Segundo Karrem (2020) a aplicacdo da MA pode ser util para manter a
configuracdo estrutural e anatbmica dos tecidos periodontais. Entretanto, mais
estudos sdo necessarios para investigar completamente o potencial da MA como

ferramenta na regeneracao periodontal.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar o potencial da MA na regeneracdo dos tecidos periodontais na
periodontite induzida em ratos.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar o potencial da MA sobre:

-A perda éssea por meio da analise morfométrica, das faces vestibular e lingual

do rebordo alveolar, pela coloracdo do azul de metileno.

-As alteracdes morfolégicas dos tecidos periodontais, por meio da analise
histoldgica qualitativa;

-O nivel de insercdo conjuntiva na regido interproximal entre o 1° e 2° molares

inferiores por meio da analise histomorfométrica.

-A perda 6ssea e a densidade 6ssea, ambas na regido de furca, por meio da

analise histomorfométrica.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Periodonto

O dente é revestido e envolvido por um conjunto de tecidos que formam o
periodonto, sendo 0s mesmos: gengiva, 0sso alveolar, ligamento periodontal e
cemento, os quais sdo fundamentais para sua fixacdo e sustentacdo nos 0SS0S
maxilar e mandibular (FIGURA 1) (LINDHE; KARRING; ARAITJO, 2010). Cada um
desses componentes do periodonto apresentam caracteristicas distintas como
arquitetura tecidual, composicéo celular, localizacdo, porém ao desempenharem as

funcdes de protecao e sustentacao funcionam como uma unidade (SILVA, 2012).

Figura 1: Representacéo do periodonto.

Cemento
(Sustenta%o)

aiveolar **
(Sustentagéo)~ *Fowa i ue L

Fonte: Adaptado de Lindhe, Karring e Araitjo, 2010).

A gengiva representa o periodonto de protecdo e é revestida por um epitélio
pavimentoso estratificado. O epitélio gengival é dividido em trés componentes de
acordo com sua funcéo: epitélio oral que esta voltado para a cavidade oral, epitélio
sulcular que esta voltado para o dente, sem contato com a superficie do mesmo e
epitélio juncional que permite o contato da gengiva e o dente. Também apresenta o
tecido conjuntivo em compartimentos superficial e profundo. O aspecto saudavel da
gengiva é o de “casca de laranja”, ou seja, tem uma superficie corrugada, de coloragao
rosa palida e consisténcia firme (STEFFENS; MARCANTONIO, 2018).
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O cemento faz parte do periodonto de sustentacdo € caracterizado como um
tecido conjuntivo mineralizado que recobre a dentina radicular, sua principal funcéo é
inserir as fibras do ligamento periodontal na raiz do dente. A composi¢ao do cemento
assemelha-se ao osso, contém 50% de minerais e 50% de matriz organica, inclusive
apresenta células muito semelhantes, mas diferente do tecido 6sseo o cemento é
avascular logo sua nutricdo vem do ligamento periodontal (OLIVEIRA, 2016).

J& o ligamento periodontal € um tecido conjuntivo frouxo, vascularizado, situado
entre dois componentes mineralizados o cemento e 0 0sso alveolar, com isso exerce
a articulacdo entre o dente e seu alvéolo. Sua estrutura permite o dente suportar as
cargas de mastigatorias. E formado por diversas células sendo os fibroblastos as
células mais numerosas. Ja o principal constituinte da sua matriz extracelular sédo os
feixes de fibras colagenas, os quais sdo nomeados de acordo com a sua orientagcao e
regido da raiz onde inserem-se (GOULARTE, 2021).

O osso alveolar é uma camada de tecido 6sseo que forma a parede do alvéolo
dentéario. A parede alveolar ao redor de toda a raiz do dente apresenta remodelacéo
continua e rapida frente a mastigacao funcional ou algum desafio metabdélico como na
movimentacdo ortodbntica. O o0sso alveolar tem aspecto fasciculado, devido a
insercao dos feixes de fibras do ligamento periodontal, orientados perpendicularmente
a superficie, ou seja, as fibras de Sharpey. A superficie do 0sso alveolar é recoberta
por osteoblastos ou células de revestimento justapostas (dependendo do estado
funcional destas células). Em regibes de reabsorcdo Ossea sdo encontrados
osteoclastos. Logo a homeostase do 0sso depende de um equilibrio entre reabsorcao
O0ssea pelos osteoclastos e formacdo éssea pelos osteoblastos (KATBURIAM;
ARANA, 2003).

3.2 Espaco biologico

O espaco biolégico compreende a distancia entre a base do sulco histologico e
a crista 0ssea alveolar, apresentando uma dimensdo meédia de 2,04 mm, que Sao
distribuidas em 1,07mm de inser¢&o conjuntiva e 0.97 mm de epitélio juncional (Figura
2) (GARGIULO; WENTZ0; ORBAN,1961; JANSON et al., 2002).
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Figura 2: Distancias biol6gicas em um periodonto.
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Fonte: Janson et al., 2002.

A preservacao do espaco bioldgico € de extrema importancia pois proporciona
um adequado selamento em torno do elemento dental, agindo assim como uma
barreira contra a penetracdo de microrganismos e seus produtos para os tecidos de
suporte dentario (GARGIULO; WENTZ0; ORBAN,1961).A invasado deste pode gerar
uma inflamacao crénica resultando na periodontite na qual se ttm comprometimento
do periodonto de sustentacdo podendo assim consequentemente evoluir para perda
do elemento dental (RISSATO; TRENTIN, 2012; STEFFENS; MARCANTONIO,
2018).

3.3 Doenca periodontal

Caracterizada como uma doenca inflamatoria cronica multifatorial que acomete
os tecidos de protecdo e de suporte dos dentes e pode levar & perda dentéria,
afetando grande parte da populacdo mundial, sendo a doenca 6ssea mais comum.
Essa patologia ndo é considerada uma simples infeccao bacteriana e sim uma doenca
complexa onde ocorre um desiquilibrio entre a microbiota subgengival, as repostas
imunes e inflamatérias do hospedeiro e os fatores determinantes ambientais.
(ARMITAGE, 1999; STEFFENS; MARCANTONIO, 2018).

A gengivite é considerada o estagio inicial e um fator de risco para periodontite,
marcada por uma vermelhiddo, edema e sangramento gengival a sondagem ou

durante a escovacdo e uso do fio dental. Apresenta carater reversivel e resulta do
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acumulo do biofilme dentéario, ou seja, se este for corretamente removido temos a
reversao desta condicdo, caso contrario evoluira para uma periodontite. Frente a isso
pode se afirmar que toda periodontite foi uma gengivite anteriormente (OLIVEIRA,
2016).

A periodontite € uma doenca inflamatoria dos tecidos de suporte dos dentes,
associada com um biofilme disbiotico, composto por micro-organismos especificos ou
grupos de microorganismos especificos, e caracterizada pela destruicdo progressiva
do aparato de insercdo dental, resultando em uma destruicdo progressiva do
ligamento periodontal e do osso alveolar, com formacé&o de bolsa, retragcdo ou ambas
(TONETTI; GREENWELL; KORNMAN, 2018).

O biofilme dentério é visto como o fator primario para o inicio do sangramento
gengival e posteriormente destruicdo dos tecidos periodontais, porém hoje em dia é
nitido que a presenca isolada do biofilme corresponde a uma pequena parcela para a
expressdo da doenca periodontal e de acordo com o0 novo modelo de patogénese 0
principal componente para esta manifestagéo de destrui¢cao dos tecidos moles e duros
€ a resposta imunoinflamatéria do hospedeiro frente as agressfes bacterianas
(STEFFENS; MARCANTONIO, 2018).

Um periodonto saudavel é caracterizado pelo sangramento a sondagem em
menos de 10% dos sitios, sem perda de insercdo, profundidade de sondagem de até
3 mm, sem perda éssea radiografica e com a distancia entre a juncdo cemento
esmalte e a crista 0ssea variando de 1 a 3 mm (FIGURA 3) (MORELLI et al., 2018).

Durante a pratica clinica essa perda dos tecidos periodontais é avaliada por
meio de duas medidas especificas: a profundidade de bolsa periodontal (distancia
entre a margem gengival até o fundo da bolsa periodontal) e o nivel clinico de insercéo
(disténcia entre a juncdo cemento esmalte e o fundo da bolsa periodontal), realizadas
com o auxilio da sonda periodontal milimetrada em diferentes sitios ao redor do dente.
Outras condi¢des que também sdo consideradas na avaliacdo clinica e durante o
preenchimento do periograma sao: a observacéo de sangramento a sondagem (indice
de sangramento sulcular gengival), inspecao visual de cor, textura e edema da
gengiva (indice gengival), presenca de placa bacteriana na superficie dental (indice
de placa), indice de mobilidade e também se faz uma complementacdo por meio da
avaliacdo radiografica de perda do osso alveolar (BUDUNELI; KINANE, 2011,
OLIVEIRA, 2016).
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Figura 3: Diferenca entre o Periodonto Sadio e Doente.
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. Fonte: Silva, 2012.

3.4 Classificacdo das doencas periodontais 2018

Por muito tempo a classificagdo aceita internacionalmente foi a de Armitage
(1999) a qual subdividia a periodontite em periodontite agressiva, doencas
periodontais necrosantes, periodontite crénica, abcessos periodontais e periodontite
como manifestacdo sistémica. Porém fosse viavel e concisa algumas deficiéncias
foram sendo levantadas como caracteriza¢cédo generalizada, escassez de patobiologia
nitida entre as categorias definidas e imprecisdo diagndstica. Frente a isso uma nova
classificacéo foi elaborada em 2018 substituindo a que estava vigente (CATON et al.,
2018; GOULARTE, 2021; MOREIRA, 2021).

Em Chicago, no Estados Unidos, em 2017, foi realizado o encontro mundial
com participantes da Academia Americana de Periodontia e Federacdo Européia de
Periodontia para elaboracdo da Classificacdo das Doencas e Condi¢Oes Periodontais
e Peri-Implantares que foi lancado em junho de 2018. Esse novo esquema de
classificacéo para doencas e condi¢des periodontais e peri-implantares visa melhorar
os diagndsticos e consequentemente o plano de tratamento estabelecido
individualmente para cada paciente, por exemplo, as periodontites sédo classificadas
atualmente quanto seu estadio e grau o que Ihe torna menos generalizada e mais
precisa (KINANE; STATHOPOULOU; PAPAPANOU, 2017; CATON et al., 2018;
STEFFENS; MARCANTONIO, 2018; BARROSO et al., 2021).
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Quadro 1: Sintese das Condigdes e Doencgas Periodontais e Peri-Implantares de acordo com classificacao de 2018.

1.Salde Periodontal,
Condicdes e
Doencas Gengivais,

subdividido em:

1.1 Salde Periodontal

e Saude Gengival

1.2 Gengivite Induzida

pelo Biofilme

1.3 Doencas
Gengivais Nao
Induzidas pelo

Biofilme

2.Periodontite,

subdividido em:

2.1 Doengas
Periodontais
Necrosantes

2.2 Periodontite

2.3 Periodontite
como
Manifestacao de
Doencas

Sistémicas

3. Outras Condic¢des que
afetam o Periodonto,

subdividido em:

3.1 Manifestacbes
Periodontais de Doencas

ou Condicdes Sistémicas

3.2 Abscessos
Periodontais e Lesdes

Endoperiodontais

3.3 Condicdes e
Deformidades

Mucogengivais

3.4 Forcgas Oclusais

Traumaticas

3.5 Fatores Relacionados
ao Dente e as Préteses

Para as condicGes
peri-implantares,
estas foram

divididas em:

1. Salde

Peri-Implantar

2. Mucosite

Peri-Implanta

3. Peri-Implantite

4. Deficiéncias nos
Tecidos Peri-
Implantares Moles

e Duros

Fonte: Adaptado de Steffens e Marcantonio, 2018.

3.5 Micro- organismos das doencgas periodontais

Importante lembrar que a colonizacdo do biofilme que leva ao acumulo de placa
bacteriana ao longo da margem gengival € feita por microrganismos patogénicos
Gram negativos, que estimulam a reacao inflamatdria. Na era de ouro da microbiologia
no inicio do século XX, acreditava que certos micro-organismos (Como espiroquetas,
fusiformes, amebas, estreptococos) eram os possiveis agentes etioldgicos da doenca

periodontal e responsaveis pela destrui¢éo tecidual. Contudo a cada década com mais
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estudos acerca da relacdo destas bactérias com a doenca foram mudando esse
conceito (SOCRANSKY; HAFFAJEE, 1994; SILVA, 2012).

Quando os micro-organismos patogénicos colonizam a area do sulco gengival
e ficam bem estabelecidos no biofilme esses patégenos apresentam alto grau de
viruléncia, eles alteram o equilibrio da microbiota comensal existente e iniciam o
processo de mudanca na composicdo da microbiota. Isto acarreta uma resposta
imune inata do hospedeiro. Hoje em dia € notdrio que a destruicdo dos tecidos
periodontais ocorre por consequéncia deste processo, e sua causa esta muito mais
relacionada a resposta imune inata desregulada do hospedeiro contra as bactérias do
gue as bactérias em sim (PAYNE et al., 2015; CAMPOS, 2018).

As alteracdes patolégicas no periodonto estdo relacionadas a um pequeno
grupo de bactérias, denominado como complexo vermelho, o qual engloba e destaca
Treponema denticola, Porphyromonas gingivalis e Tannerella forsythia. Dentro deste
complexo também esta o Aggregatibacter actinomycetemcomitans que apresenta alta
viruléncia.

Socransky et al. (1998), criaram uma piramide para caracterizar as espécies
subgengivais ap6s analisarem as associacfes entre 40 espécies bacterianas
presentes na microbiota subgengival de pacientes sadios e com periodontite, com isso
estabeleceram padrdes de colonizacdo que foram divididos em complexos
relacionados com parametros clinicos de doenca periodontal. A base compreende 0s
complexos que abrangem espécies colonizadoras da superficie do dente, referente
aos estagios iniciais da doenca periodontal. Na regido intermediaria da piramide esta
o complexo laranja, considerado como a transicdo dos colonizadores iniciais e as
espécies do complexo vermelho que estédo no topo da piramide tornam mais evidentes
e dominantes nos estagios finais de desenvolvimento da placa fortemente associados

a inflamacéo e a progressao da doenca periodontal.
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Figura 4: Diagrama de associacdo de espécies na placa subgengival.
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Fonte: Silva, 2012.

3.6 Modelo de periodontite experimental

O rato é dentre os animais experimentais o mais utilizado para modelos de
periodontite, por apresentar algumas vantagens: facil manuseio e rapida destruicéao
periodontal. Eles apresentam estruturas periodontais semelhantes ao homem (epitélio
oral, epitélio sulcular, epitélio juncional, fibras coldgenas periodontais, cemento e 0sso
alveolar) (GONCALVES, 2002).

O modelo de inducdo de periodontite largamente utilizado consiste na
colocacao de ligadura de fio de algoddo (JOHNSON et al., 1975; FERREIRA, 2016)
ao redor dos dentes primeiros molares, ao nivel do sulco gengival (Figura 5). Apos
14 dias da sua colocacdo ja tem a doenca instalada e a perda éssea estabelecida
(FISCHER; KLINGE, 1994; GONCALVES, 2002; FERREIRA, 2016; OLIVEIRA, 2016).
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Figura 5: Modelo experimental de inducado da periodontite.

Fonte: Oliveira, 2016.

3.7 Prevencao e tratamento doenca periodontal

A saude oral exige manutencédo diaria, essa envolve a escovagao dos dentes,
uso do fio dental, visitas de rotina ao cirurgido dentista, essenciais para impedirem o
acumulo do biofilme e o inicio da doenca, realizando a prevencédo. Logo quando a
mesma ja estd instalada requer a remocéao do biofilme e célculo dentéario, para esse
fim € necessario a raspagem e o alisamento radicular (RAR) supra e sub gengival, o
padrao ouro de tratamento da doenca periodontal, utilizando curetas manuais e/ou 0
ultrassom. Porém existem casos mais avancados com alto comprometimento do
periodonto 0s quais necessitam, por exemplo, de uma regeneracao periodontal,
visando devolver suporte e funcdo ao elemento dental, aonde a profilaxia periodontal
convencional ndo é suficiente e deve ser complementada por técnicas como por
exemplo a regeneracao tecidual guiada (CARLO et al., 2006, CHRISTGAU et al.,
2007; CATON et al., 2018, GOULARTE, 2021).

O organismo por si s6 apés a descontaminacdo local e eliminacdo da
inflamacéo inicia a formacdo de um longo epitélio juncional que recobre a raiz do
dente, associado a um tecido fibroso e a gengiva. Logo esse tecido formado néo
desempenha as fungbes sensorial, nutricional e de suporte mecéanico igual ao
existente antes da patologia. Isto é explicado pois ocorreu uma reparacao tecidual e
nao a regeneragdo que resultaria a formacdo de novos cemento, 0sso alveolar e
ligamento periodontal. A regeneracdo tecidual guiada € a principal técnica
desenvolvida para promover a regeneragéao tecidual, nesta uma membrana de origem
natural ou sintética, € implantada entre a gengiva e a raiz dentaria e 0sso alveolar
exposto (REIS; BORGES; DEL CARLO,2009; AGARWAL et al.,, 2014; WU et al.,
2016).
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Atualmente barreiras fisicas na forma de membrana tém sido usadas entre o
retalhno mucogengival e o 0sso. Essas barreiras devem atender aos seguintes
principios: ser biocompativel; possuir permeabilidade que permita a difuséo de plasma
e nutrientes, porém ndo a passagem de células; funcionar como suporte fisico ao
tecido mole circundante; criar um espaco e manté-lo preenchido pelo coagulo no qual
as células osteogénicas possam migrar; proteger a delicada rede vascular durante a
organizagdo do codgulo; excluir células ndo osteogénicas; e prevenir a formacéo de
uma cicatriz residual realizando a selecéo celular (CARLO et al., 2006; FENELON et
al., 2018).

A técnica Regeneracdo Tecidual Guiada (RTG) vem sendo usada nha
regeneracao do periodonto em casos de defeitos dsseos provocados por diversas
causas como doenca periodontal, traumas ou resseccdes de tecidos neoplasicos e ao
redor de implantes dentarios. As membranas ndo reabsorviveis de politetrafluoretileno
expandido (e-PTFE) sao utilizadas, porém como desvantagem necessidade de uma
segunda cirurgia para serem retiradas por esse motivo, estudos recentes tém se
concentrado no desenvolvimento e aplicacdo de materiais reabsorviveis na RTG.
Estudos sugerem que materiais biolégicos (membrana amni6tica, membrana de
colageno) tém potencial suficiente para serem usados na regeneracdo 0ssea guiada
(SHETTY; CHATTERJEE; BOSE, 2014; FENELON et al., 2018).

3.8 Membrana amniotica

A placenta é um 6rgdo muito importante pois promove o intercambio fisiol6gico
entre o feto e sua mée. Ela é constituida por dois componentes: um de origem fetal a
placa coribnica, e outro de origem materna, representado pelas as deciduas
(derivadas do endométrio). Ambas estruturas se encontram fortemente aderidas pela
capa citotrofoblastica, ancorando o saco coridnico a decidua basal. A membranas
amnidtica e coribnica separam o feto do endométrio e fazem parte do componente
fetal (BANERJEE et al., 2015).
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3.8.1 Regides anatbmicas da membrana amnidtica

A membrana amnidtica é a camada mais interna das membranas fetais, é
descartada no momento do parto juntamente com a placenta. Sendo assim €
disponivel em alta quantidade e sua colheita ndo envolve um procedimento invasivo,
também nao apresenta conflitos ético ou religioso, como € o caso, por exemplo da
colheita de células tronco embrionarias, ou colheita de células tronco da medula
0ssea. A membrana apresenta duas regides, Placental Amnion (PA), onde o a&mnio
se encontra sobre o disco coribnico, e Reflected Amnion (RA), o amnio da parte
extraplacentaria das membranas fetais. Estudos recentes tem demonstrado que estas
regides sao distintas na morfologia, na expressao génica, na atividade mitocondrial,
na transparéncia, e na concentracdo de fatores de crescimento (DEIHIM;
YAZDANPANAH; NIKNEJAD, 2016)(FIGURA 6).

Figura 6: Representacéo das areas anatdmicas da MA.
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Autor: Banerjee, 2015.

Assim, é provavel que cada regido tenha potenciais diferentes na regeneragao
dos tecidos, sendo necessarios ainda estudos nesta area para esclarecer seus
possiveis efeitos na aplicacao clinica.

A membrana amniética € composta pelas camadas epitelial, membrana basal
e estroma avascular (Figura 7). A mais interna é a camada epitelial sendo assim a
mais proxima ao feto, estando em contato com o liquido amniético, € formada por uma
Unica camada de células que apresentam forma cuboides predominantemente, mas
em regides especificas se diferenciam em células colunares. Sao uninucleadas e se
encontram aderidas a membrana basal mediante de interdigitagdes (NIKNEJAD et al.,
2008).
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A membrana basal é considerada uma das mais espessas de todo tecido
humano, sendo composta por fibras colagenas do tipo Ill, IV e V, laminina e
fibronectina. Na gestacdo é responsavel pela sustentacdo do feto. JA o estroma
avascular subdivide-se em camada compacta, camada fibroblastica e camada
esponjosa, possui predominantemente fibras colagenas do tipo Il organizadas
frouxamente, tem uma ligeira ligacdo com a membrana coribnica o que possibilita a
separacdo manual da MA do cérion (SOARES, 2013).

Figura 7: Camadas Estruturais da Membrana Amniotica.
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Fonte: Modificado de Moraes et al., 2021

As células amniodticas humanas tém origem embriolégica precoce, assim
expressando marcadores de células tronco pluripotentes e sendo capazes de se
diferenciar in vitro nos tecidos das trés camadas germinativas (PAROLINI et al., 2008).
Além das células, a camada mesenquimal apresenta uma rica rede de fibras de
colageno, elastina, acido hialurénico, lamininas e fibronectina, que proporcionam
propriedades como estabilidade, flexibilidade, auto aderéncia, permeabilidade,
permitindo que ela seja utilizada como scaffold e substrato para proliferacao de células
e formacdo de tecidos (BOURNE; BENIRSCHKE, 1960; NIKNEJAD et al., 2008;
MAMEDE et al., 2014).

3.8.2 Aplicacdes terapéuticas e propriedades da membrana amniotica

A MA humana foi usada pela primeira vez em 1910 para reconstrucao da pele

pelo cirurgido plastico Dr Davis. Em 1940, ROTT demonstrou a eficiéncia da MA para
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o tratamento de defeitos conjuntivos e queimaduras quimicas. Porém o0 seu uso
diminuiu e quase desapareceu por cerca de 50 anos, provavelmente devido a
regulamentos mais rigorosos sobre transplantes de tecidos, principalmente aqueles
relacionados a forma correta de armazenamento, preservacdo e esterilizacdo. O
ressurgimento da MA aconteceu na década de 1990, na area da oftalmologia com Kim
e Tseng (1995), e a partir disto a MA MA foi consolidada como um biomaterial de suma
importancia na area da oftalmologia (MAMEDE et al., 2014).

Atualmente, a membrana amniédtica esta sendo utilizada para tratamento dos
processos inflamatorios, degenerativos e fibroticos pois sua arquitetura Unica Ihe torna
um biomaterial promissor para regeneracdo tecidual (BANERJEE et al., 2015).
Clinicamente o transplante de MA intacta € usado em queimaduras (REILLY et al.,
2017), ulceras de pele (DEHGHANI et al., 2017), na ortopedia (HECKMANN; AURAN;
MIRZAYAN, 2016), na vaginoplastia (VATSA et al., 2017), e continua sendo usado na
oftalmologia (CAPOROSSI et al., 2019). Na odontologia, Shetty, Chatterjee e Bose.
(2014) utilizaram a MA para recesséo Classe | de Miller a qual € caracterizada por ndo
atingir a linha mucogengival e ndo apresentar perda na regidao entre os dentes,
clinicamente na recessdo gengival devido a migracao apical da gengiva o dente
apresenta exposicao radicular. Tsuno et al. (2014) utilizaram na vestibuloplastia para
o tratamento de feridas alveolares intraorais com exposicao 0ssea. Ja Kar et al. (2014)
utilizaram a membrana amniética humana criopreservada em defeitos na mucosa oral,
neste caso servindo como material de enxerto, a qual apresentou resultados
promissores neste reparo.

Nas aplicacdes clinicas ou nos estudos experimentais a MA tem sido usada na
forma fresca ou na forma preservada. Diferentes métodos foram propostos para a
preservacdo da MA, incluindo hipototérmica (4°C), liofilizacdo, desidratacéo,
vitrificacdo e criopreservacéo (-80°C) (HENNERBICHLER et al., 2007; RIAU et al.,
2010). Destas formas de preservacdo, a criopreservacdo € frequentemente
empregada em vez da MA na forma fresca, pois permite 0 armazenamento por longos
periodos antes de seu uso, possibilitando a repeticdo dos testes soroldgicos
realizados no periodo pré-natal, a fim de eliminar qualquer risco biolégico. Ferenczy e
Souza (2020) publicaram uma revisdo de literatura sobre os varios métodos de
preparo, no qual levantou que o mais utilizado na oftalmologia é a desepitelizacao,
gue torna a MA desnuda, com isso observa uma melhor proliferacéo e diferenciacéo

celular. Ja em relagdo ao meio de conservacdo destacou o glicerol pelo seu baixo
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custo e facilidade de manuseio. A criopreservacdo em glicerol, normalmente
misturado 1:1(v/v) com DMEM foi introduzido por Lee e Tseng (1997), e desde entdo
este meio tem obtido altas taxas de sucesso para o transplante da MA, sendo assim
0 método mais utilizado mundialmente.

Moraes et al. (2021) ressalta a importancia de usar um meétodo que mantenha
a integridade da MA. Seu estudo avaliou dois métodos de preservacdo: MA fresca e
MA criopreservada. Em ambos os protocolos foi verificado uma reducao da viabilidade
celular, porém a morfologia das camadas epitelial e estromal foram preservadas. Ao
avaliar o teor de proteinas soluveis, a MA fresca apresentou uma reducao, enquanto
gue a MA criopreservada demonstrou uma concentracao de proteinas similar ao grupo
MA controle, ou sem nenhuma preservacao. Logo, sobressaiu a criopreservagdo com
DMEM/Glicerol, pois manteve a integridade estrutural e o teor de proteina sollvel,
indicando maior eficiéncia deste método na preservacdo da MA para seu uso na
terapia regenerativa.

Recentemente Fénelon et al. (2018) exploraram o uso da MA na medicina
regenerativa, verificando o potencial da mesma na regeneracao 6ssea guiada. Foi
realizada uma avaliacdo in vitro da viabilidade celular da MA fresca e da MA
criopreservada. Ja in vivo, avaliou-se o impacto da MA fresca versus a criopreservada,
no reparo de defeito 6sseo critico na calvaria de ratos, utilizando tanto a camada
epitelial quanto a mesenquimal em contato com o defeito, E por fim, a MA
criopreservada associada a um substituto 6sseo (neste caso a hidroxiapatita) foi
comparada a uma membrana de coldgeno usada atualmente para a regeneracéo
0ssea guiada. In vitro, foi demonstrado que ndo houve diferenca estatistica entre as
condi¢des de viabilidade celular. In vivo, a MA sozinha induziu maior formagéo 6ssea,
guando a camada mesenquimal cobriu o defeito, em comparacdo ao controle onde o
defeito foi deixado vazio. Quando associada a um substituto dsseo, tal resultado nao
foi obtido, ndo ficando nitido melhora. Sugerem diante deste estudo, que MA
criopreservada apresenta potencial na regeneracao 0ssea guiada.

Fénelon et al. (2020) compararam quatro métodos de preservacédo da MA a fim
de verificar o mais adequado, sendo eles: fresco, criopreservado, liofilizado e
descelularizadol/liofilizado. Confirmaram, que a membrana amnidtica manteve seus
principais componentes estruturais (colageno e glicosaminoglicanos) em todos os
meétodos utilizados. Ao final verificou-se, que o método que utiliza a associagao entre

descelularizacdo e liofilizacdo demonstrou os resultados mais promissores para
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regeneracao 0ssea guiada, apresentando maior resisténcia ao rasgamento e maior
potencial de osteodiferenciacdo, ou seja, melhores propriedades mecanicas e
osteocondutoras.

O estudo de Perepelkin et al. (2016) destaca a vantagem da criopreservacao
da MA para a possibilidade de seu armazenamento em bancos de membranas para
posterior uso na pratica clinica. A MA foi processada e cortada em diferentes
tamanhos (3cmx 3 cm; 5cm x5 cm e 10 cm x 10 cm). Foi demonstrado que em todos
os fragmentos de membrana, independentemente do tamanho, a viabilidade celular,
tanto das células epiteliais, quanto das estromais foi mantida, quando estes foram
criopreservados. Este resultado, suporta o uso clinico da MA criopreservada, como
aloenxertos sem perdas de suas propriedades e funcgdes.

Dentro da engenharia de tecidos um componente fundamental € a matriz de
suporte sobre a qual células e tecidos crescem, conhecido também como andaime.
Os “scaffolds” necessitam integrar com facilidade o tecido hospedeiro e possibilitar um
ambiente benéfico para a diferenciagéo e crescimento celular. Frente a isso o conceito
de biocompatibilidade sobressai e se torna essencial, sendo a capacidade de um
biomaterial desempenhar sua funcdo sem causar resposta prejudicial local ou
sistémica no receptor do material, a MA possui uma alta biocompatibilidade e um baixo
risco de imunogenicidade (FENELON et al., 2021). Em seu estudo Kamarul et al.
(2014) comparou a biocompatibilidade in vivo de um “scaffold” biologico feito de
membrana amniética e um sintético e revelou um grande infiltrado inflamatorio nos
ratos implantados com o sintético, mas ndao nos com MA. Ao avaliar diferentes
métodos de preservacao e osteodiferenciacdo a biocompatibilidade da MA se destaca
novamente e se sobressai em relacdo a outros materiais (WILSHAW et al., 2008;
LAURENT et al., 2017), essa é realmente um promissor biomaterial que vem sendo
usada até mesmo como revestimento para melhorar a biocompatibilidade de outros
materiais (TEHRANI et al., 2021).

O sucesso do uso da MA nessas aplicacdes terapéuticas € devido as
propriedades biologicas e mecanicas da membrana. E essas propriedades séo
atribuidas a fatores biologicos sollUveis e insollveis presentes na sua estrutura (SILINI
et al., 2013; KOPACZKA et al., 2016). Possui propriedades antimicrobianas e anti-
inflamatorias devido a produgéo de fatores anti-inflamatorios como acido hialurénico,
interleucina 10, e prostaglandina E2; propriedades antifibrotica, por atuar na reducao

do fator de crescimento transformante beta (TGFbeta) e assim reduz a atividade de
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secrecdo do colageno pelos fibroblastos.; propriedade de promocéo da epitelizacao,
devido aos seus fatores de crescimento como EGF e HGF (LEAL- MARIN et al., 2021).

3.8.3 Membrana amniotica e terapia periodontal regenerativa

Iwasaki et al. (2014) desenvolveram um novo método de transplante de células
para regeneracdo periodontal usando células-tronco do ligamento periodontal
semeadas na membrana amniética criopreservada. Foi analisado a atuacdo deste
novo método em defeitos periodontais criados cirurgicamente em molares superiores
de ratos, esses defeitos foram criados removendo o o0sso alveolar, ligamento
periodontal e cemento radicular usando uma broca dental. Os resultados foram
positivos demonstraram caracteristicas importantes como estabilidade da MA com as
células aderidas nela, facil manipulacdo e melhoria na regeneracdo do tecido
periodontal, verificado tanto por micro-CT como por histologia apds 4 semanas de
transplantagao.

Kumar et al. (2017) adotaram uma terapia combinada usando a MA na
regeneracao tecidual guiada junto com o enxerto ésseo Periobone G buscando
regenerar o aparato de insercéo periodontal. Seu estudo foi um relato de caso, onde
0 paciente apresentava um dente com prognostico questionavel com grande perda
0ssea e lesao periapical. Entdo adotou como tratamento a execucao da endodontia e
a terapia periodontal com amnidtica e enxerto 6sseo. Apds 12 meses foi verificado,
por meio do exame radiografico, o preenchimento 6sseo e a resolucdo da lesao
interradicular.

Recentemente lwasaki et al. (2019) avancaram ainda mais no método de
“tecnologia de transferéncia de células”, realizando a transferéncia de células-tronco
do ligamento periodontal humano para a membrana amniética descelularizada, e
entdo transplantada em defeitos periodontais realizados em ratos, com o objetivo de
examinar a eficacia deste procedimento na regeneracao periodontal. Diferente do seu
estudo anterior desta vez utilizou um tratamento de alta pressdo hidrostatica para
remover os componentes celulares da MA. Os resultados foram présperos verificou-
se formacdo de novo cemento, ligamento periodontal e osso no defeito o que
demonstrou que a regeneracao periodontal foi induzida pelo transplante.

Elahi et al. (2019) investigaram a capacidade da membrana amnidtica humana

atuar como scaffold para o crescimento dos fibroblastos do ligamento periodontal,
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considerados as principais células na regeneracao periodontal. Para isso, fibroblastos
do ligamento periodontal comercialmente disponiveis foram semeados na MA, e por
meio da microscopia eletrbnica de varredura e andlise histolégica foi observada a
fixacdo e proliferagdo destas células. Os resultados do estudo sugeriram que a MA
pode ser usada como um promissor biomaterial para engenharia de tecidos
periodontais, funcionando bem como scaffold para os fibroblastos do ligamento
periodontal por 7 dias, apresentando alta biocompatibilidade com estas células, as
quais se proliferam e integraram a MA em um curto periodo de tempo.

Hamada, Yeh e Blanchard (2020) indagaram que a regeneracdo periodontal
tem cada vez mais se sobressaido entre os tratamentos periodontais, pois almeja
restaurar a morfologia e funcdo das estruturas perdidas. Esse trabalho engloba um
relato de caso que visou avaliar a eficacia da membrana de amnio-cérion, como
aloenxerto, aplicada na superficie radicular para tratar defeito intradsseo periodontal.
A terapia adotada foi a combinacéo de aplicacdo do aloenxerto de amnio-cérion na
superficie radicular, preenchimento do defeito intradsseo com aloenxerto ésseo
liofilizado cortico-esponjoso e mais uma camada do aloenxerto de dmnio-cérion por
cima. Como resultados foram visiveis o ganho de insercéo clinica, preenchimento
0sseo radiografico e reducéo da recessao gengival.

Mahajan et al. (2018) ressaltaram que o recobrimento radicular fundamentado
na regeneracdo tecidual guiada apareceu como uma categoria de tratamento
promissora para recessdo gengival. Entdo, no seu estudo compararam a eficacia
clinica entre a membrana de coldgeno considerada “padrdo ouro”, e a membrana
amnibtica para o tratamento de pacientes com recessao gengival. Verificou-se que as
duas membranas foram igualmente eficazes no tratamento da recessao gengival
possibilitando reducéo nos defeitos, e ganho no nivel de insercéo clinica. Constatou-
se um aumento da espessura do tecido gengival nas recessdes tratadas com
membrana de coldgeno, ou seja, alteracdo do biotipo algo n&do considerado
interessante no campo da regeneracgao.

Assim, a MA é frequentemente usada para o reparo de tecido epitelial
danificado, pois promove epitelizagéo, na diminui¢cdo da inflamacéo, na modulacéao da
angiogénese, e na prevencao de cicatrizes, propriedades que potencializam seu uso
na periodontite. As membranas mais estudadas até o0 momento na odontologia para
regeneracao periodontal sdo as de colageno (REIS; BORGES; DEL CARLO, 2011).
Ambas desempenham suas finalidades de reconstrucéo tecidual, porém a MA é um
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promissor biomaterial devido as suas propriedades biolégicas e mecéanicas, a sua facil
obtencdo, a alta quantidade disponivel, uma vez que € descartada no parto, além de
ser uma alternativa mais econdémica (LAFZI et al., 2007, MAMEDE et al., 2014).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais e grupos experimentais

Todos os procedimentos realizados nos animais foram executados de acordo
com as normas éticas regidas pelo colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA), e foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
IPD/UNIVAP, sob protocolo 06/CEUA/2020.

Foram utilizados 26 ratos machos Rattus Norvegicus, Albinos, Wistar, com
peso aproximado de 200 a 250g, os quais foram obtidos no Biotério de Producédo de
Ratos Rede de Biotérios USP. O célculo do tamanho da amostra (nimero de ratos)
foi baseado no método da equacéo de recursos, onde E (tamanho da amostra) = N
(numero estimado de animais por tratamento x nimero de tratamentos) — T (nUmeros
de tratamentos) (CONCEA, 2019).

E=N-T

Neste estudo, E = (10 x 3) — 3, o0 que resulta em um total de 27 animais, a serem
divididos por 3 grupos. Também, durante toda pesquisa, o principio dos 3Rs (Reduzir,
Reciclar, Reutilizar), estabelecido por Russell e Burch em 1959, foi respeitado. E,
visando garantir o bem estar dos animais durante o transporte de Sdo Paulo a Séo
José dos Campos, foram mantidos quatro animais por gaiolas, abastecidos com
macas para evitar a desidratacdo dos animais, e em temperatura ambiente de 22°C

(Fotografia 1).
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Fotografia 1: Placa de referéncia do local aonde os animais foram retirados (A); Transporte dos

animais de Sao Paulo para S&o José dos Campos (B).
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Fonte: o Autor.

Em S&o José dos Campos, 0s animais permaneceram no biotério de passagem
do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da Universidade do Vale do Paraiba, local
com infraestrutura desenvolvida para oferecer um ambiente controlado. Os animais
foram acondicionados em racks ventilados dentro de microisoladores, sendo mantidos
de trés a quatro animais dependendo do grupo, e abastecidos com agua e racao, em
temperatura ambiente de aproximadamente 22°C em um ciclo claro/escuro de 12h

(Fotografia 2).
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Fotografia 2: Estrutura do Biotério de Passagem do IPD/Univap: Racks ventiladas.

Fonte: o Autor.

Trés vezes por semana foi realizada a limpeza dos microisoladores, com troca
da maravalha, reposicdo de 4gua e racdo e lavagem dos equipamentos. Todas as
segundas feiras foram feitas a pesagem dos ratos, acompanhando a evolu¢éo do seu
peso em relacdo ao peso corpéreo inicial aferido no primeiro dia de sua chegada ao

biotério da Universidade (Fotografia 3).
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Fotografia 3: Momento da conferéncia de consumo, reposicao de ragéo e dgua, e troca de
maravalha (A e B).

Fonte: o Autor.

Durante a primeira semana 0s animais no biotério passaram pelo periodo de
aclimatizacdo antes de seu uso nos experimentos, objetivando adaptar o animal ao
novo ambiente, a alimentagdo adotada e ao manuseio pelos pesquisadores. Apos 0
periodo de aclimatizacdo os ratos foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes
grupos: Grupo Normal (n=6): os animais ndo foram submetidos a nenhum
procedimento, seguindo o percurso normal do experimento; Grupo Ligadura (n=10):
os animais foram submetidos a ligadura para inducdo da periodontite, e apés 2
semanas esta foi removida; Grupo Ligadura + MA (n=10): os animais foram
submetidos a ligadura para inducdo da periodontite, e apds 2 semanas a ligadura foi
removida e a MA aplicada ao redor do defeito 6sseo. Cabe ressaltar que, conforme o
método da equacao de recursos, o tamanho da amostra foi de 27, o que dividido por
3 resulta em 9 animais por grupo. Entretanto, um rato ainda teve que ser utilizado para
um altimo teste relacionado ao procedimento da anestesia resultando, assim em uma
amostra final de 26 ratos, 0s quais compuseram 0s grupos de tratamento, segundo
descrito acima. O grupo normal foi utilizado, pois o rato possui um bruxismo constante
fisiologico, logo para ser estabelecido um padréo de normalizacéo do nivel 6sseo dos

animais apos o periodo de experimento este grupo é muito importante.
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A partir da obtencdo dos grupos experimentais, 0s procedimentos
experimentais foram delineados em 9 etapas: 1 — Colheita e processamento da
membrana amniética; 2 — Inducdo da periodontite por meio do modelo da ligadura; 3
— Remocéo da ligadura e aplicagdo da membrana amnidtica; 4 — Eutanasia e coleta
das amostras; 5 — Analise macroscopica; 6 — Analise morfométrica; 7 — Analise
histoldgica; 8 — Analise histomorfométrica: da perda de insercéo, da perda 6ssea na
regido de furca, da densidade Ossea na regido de furca; 9 — Analise estatistica
(Fluxograma 1).



Fluxograma 1: Fluxograma do delineamento experimen
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1

EUTANASIA E COLETA DAS AMOSTRAS
Todos os grupos foram eutanasiados apos 42 dias do i
experimento.

nicio do

1

Andlise macroscopica

HEMIMANDIBULAS HEMIMANDIBULAS
DIREITAS ESQUERDAS
Processamento Histolégico Método Azul de Metileno
Andlise Histoldgica Analise Morfomeétrica

Analise Histomorfométrical

Andlise Estatistica

(R YN

Fonte: o Autor.
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4.2 Colheita da placenta e processamento da membrana amnidética

O trabalho também foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos (CEP/UNIVAP) protocolo n® 4.530.253. Trés placentas humanas foram obtidas,
por meio de cesérias eletivas de pacientes com gestacdo normal, do centro cirdrgico
obstétrico da Santa Casa de Sdo José dos Campos, apds consentimento prévio da parturiente
por meio do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, e posterior aos resultados
laboratoriais negativos para hepatite B e C, sifilis e HIV. A enfermeira obstétrica
responsavel da maternidade, apés receber treinamento, foi encarregada da colheita
das placentas, sendo capaz de realizar a triagem das doadoras de acordo com 0s
critérios de inclusdo estabelecidos, e sanar todas as suas possiveis duvidas e
guestionamentos. A assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
contendo todos os dados e esclarecimentos referentes a pesquisa foi realizado
individualmente.

No dia do parto o médico obstetra efetuou a avaliacdo da placenta e a entregou
para a enfermeira, que a colocou em saco plastico estéril que foi mantido sob
refrigeracao entre 10° a 15°C até a retirada no hospital pelo pesquisador.

As placentas foram trazidas até o laboratério de Histologia e Terapia
Regenerativa - IPD/UNIVAP em caixa térmica com temperatura aproximada de 10° a
15°C, sem haver contato direto com o gelo. No laboratério, todos os procedimentos
para o processamento da MA foram realizados em condi¢cdes estéreis. A MA foi
destacada manualmente do cérion e lavada amplamente com solucédo fisiol6gica
contendo 100U/ml de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e anfotericina B

(Fotografia 4).
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Fotografia 4: Processamento da membrana amnidtica - Separacdo manual da MA(**) do cérion (A);
Aspecto da MA quase transparente apos a lavagem com a solugdo de soro fisiolégico, penicilina,
estreptomicina e anfotericina. (B).

Fonte: Sant’Anna et al., (2017).

As regibes com rupturas foram descartadas, assim como a eliminacao total de
coagulos de sangue presentes na MA. Em seguida, fragmentos da MA (3x3cm) foram
marcados de forma a possibilitar a identificacdo da face mesenquimal. Em seguida
foram imersos e preservados em meio DMEN/glicerol 1:1 (v/v) a -80°C por 30 dias até

a aplicacao nos animais, em ambas hemimandibulas, direitas e esquerdas.

4.3 Modelo experimental de inducéo da periodontite

Foi utilizado para inducédo da periodontite o classico modelo experimental de
ligadura, que apds duas semanas ja apresenta bem estabelecida a doenca
periodontal. Para a inducdo da periodontite todos os animais foram pré-anestesiados
por via intramuscular com midazolan 5 mg/ kg e atropina 0,044 mg/kg. Ap6s 10
minutos foram anestesiados por via intraperitoneal com o anestésico cloridrato de
quetamina 100 mg/kg, e o relaxante muscular cloridrato de xilazina 10 mg/Kg. Apos
15 minutos desta aplicacdo os animais atingiram o estado de anestesia geral sendo
entdo colocados em mesa operatoria modificada, idealizada por Houston (1964), para
a inducéo da periodontite, a qual se iniciou com a abertura bucal, afastamento da
mucosa jugal (utilizando um afastador de Farabeuf) e afastamento da lingua, para
facilitar a visualizagdo e permitir acesso aos dentes molares inferiores. Em seguida,
com uma sonda milimetrada de 15 mm foi realizada a sondagem periodontal inicial
das regi6es mesial, mesio central, furca, disto central e distal. Com auxilio de uma
sonda exploradora, entre a distal do 1°molar e mesial do 2°molar, foram realizados

movimentos repetitivos antero-posteriores, para que houvesse uma ligeira luxacao no
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dente com o objetivo de facilitar a colocacao da ligadura. Assim, no espaco criado foi
inserida uma agulha 13 x 0,45 com o objetivo de manté-lo aberto até a colocacédo do
fio de algodéao 4.0, o qual foi inserido na regiéo sulcular ao redor dos primeiros molares
inferiores direito e esquerdo de cada animal. Para isto utilizou-se um porta agulha
castroviejo, uma sonda exploradora pediatrica e uma agulha fina. A ligadura foi
amarrada firmemente usando um no triplo na face mesial e mantida por 14 dias. Essa
ligadura foi bilateral, ou seja, realizada nas hemimandibulas direita e esquerda de
cada rato. Como analgesia pos-operatoria foi utilizado Tramadol (50 mg/Kg), por via
subcuténea, de 12/12 horas por dois dias. Durante o transoperatério e até a
recuperacdo da anestesia, 0os animais ficaram sobre um colchonete término a 37°C,
por aproximadamente 30 minutos para evitar a hipotermia (FISCHER et al., 1994,
GONCALVES, 2002, FERREIRA, 2016) (Fotografia 5).
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Fotografia 5: Periodontite experimental induzida por ligadura. Medicamento utilizados durante a
cirurgia (A); Mesa operatoria (B); Posicionamento do animal na mesa operatdria (C); Afastamento
da mucosa jugal e da lingua (D); Sondagem Periodontal inicial (E); Luxacao na regiao
interproximal (F); Colocagéo da ligadura (G, H, 1); Animais no colch&o térmico (J).

Fonte: o Autor.
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4.4 Remocao da ligadura e colocacdo da membrana amnioética

Apés 14 dias os animais foram anestesiados novamente, e uma nova
sondagem foi realizada ao retirar a ligadura. No grupo Ligadura foi realizada a
remocdo da ligadura, e 0s animais seguiram sem tratamento. Ja no grupo
Ligadura+MA, ap0s a remocéao da ligadura, foi realizado um retalho mucoperiostal com
o auxilio de um hollemback, raspagem subgengival e em seguida aplicado a
membrana, em ambas as hemimandibulas. Antes desta aplicacdo, a MA
criopreservada foi descongelada em banhomaria a 37°C, lavada em tampéao PBS, e
cortada em fragmentos de 1,5 x 3mm, os quais foram aplicados na regido de perda
O0ssea do osso alveolar, que se estabeleceu ao redor das raizes dentarias dos
primeiros molares direito e esquerdo (Fotografia 6). Importante ressaltar, que nao
houve a necessidade de sutura da MA, devido a sua capacidade de auto aderéncia,
principalmente da face mesenquimal da mesma. Apds, o retalho foi reposicionado, e
0S animais permaneceram no colchonete término até a recuperacdo anestésica,
sendo seguido pela analgesia, conforme descrito para o grupo Ligadura, protocolo

este descrito no item 4.3.
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Fotografia 6: Procedimentos para a aplicacéo da MA. Fragmentos de MA criopreservada sendo
descongelados(A), e cortados na dimensdo aproximada de 1,5 x 3mm (B); Retalho mucoperiostal
(C);Aplicacdo da MA (D); Retalho resiiondo sob a MA (E).

Fonte: o Autor.

4.5 Eutanasia e coleta das amostras.

Apbs 42 dias do inicio do experimento, ou seja, da colocagéo da ligadura, os
ratos foram eutanasiados com overdose dos anestésicos quetamina e xilasina. Para
a remoc¢éo das mandibulas da cavidade oral foi utilizado uma tesoura de ponta reta,
para realizar 2 cortes a partir da comissura labial, incluindo o masculo masseter, até
a articulacdo temporomandibular. Em seguida, a mandibula foi dividida pela sinfise, e
as hemimandibulas obtidas (Fotografia 7). De cada rato, foram utilizadas as
hemimandibulas esquerdas para a analise morfométrica, e as direitas para a analise
histolégica.
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Fotografia 7: Mandibula de ratos eutanasiados apés 6 semanas da ligadura. Mandibula inteira
apo6s remocédo da cavidade oral (A); Hemimandibulas direita e esquerda apés secgao da
mandibula (B).

Fonte: o Autor.

4.6 Analise macroscopica

Os pesos dos animais foram verificados semanalmente, até a eutanasia.
Especificamente, foram verificados alguns indicadores da periodontite, incluindo a
profundidade de sondagem por meio do uso de sonda periodontal milimetrada,
presenca ou auséncia de sangramento gengival durante a sondagem, e a mobilidade

dentaria.

4.7 Analise morfométrica

As hemimandibulas do lado esquerdo foram imersas em agua oxigenada a
30% por 2 h. ApGs este tempo os tecidos moles foram removidos com auxilio de
alicates, seguido pela coloracdo com azul de metileno a 1% por 30 minutos. Em
seguida, as hemimandibulas foram lavadas em &agua corrente, e 0 excesso de
umidade removido em papel absorvente. O azul de metileno, tem por objetivo corar
0Sso e cemento, delimitando a jungdo cemento-esmalte o que facilita a visualizacao,
e mensuracgao das raizes expostas. As hemimandibulas foram secas, colocadas em
um suporte de silicone para a manutencao da mesma posi¢cao em todas as amostras.
Em seguida, com o uso de um estereoscopio Nikon SMZ645 no aumento de 20x, as

imagens de cada hemimandibula, nas por¢cbes vestibular e lingual dos molares
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inferiores foram capturadas e digitalizadas. Com o auxilio do software de
processamento de imagem Image J 1.51K, foi analisado a perda éssea alveolar ao
redor do 1° molar inferior de cada grupo experimental, por dois examinadores cegos.
A perda 0ssea alveolar foi expressa pelo somatorio em milimetros das distancias entre
a crista do osso alveolar e a juncédo cemento-esmalte de 5 regides do 1° molar: mesial,
mesio central, central, disto central e distal (AZAMBUJA, 2011) (Fotografia 8).

Fotografia 8: Procedimentos para a analise morfométrica da perda 6ssea alveolar. Estereoscépio
com a hemimandibula fixada no silicone (A); Estereoscopio N1-1151 (B); Delimitagcdo da juncao
cemento esmalte em preto e da crista 0ssea alveolar em vermelho. A regido entre as duas linhas é a
regido da perda Gssea alveolar. As setas indicam as regides do 1° molar, da direita para a esquerda:

mesial, mesio central, central, disto central e distal (C).

Fonte: o Autor.

4.8 Processamento histolégico e analise histolégica

As amostras foram imersas em formalina tamponada (Synth, S&o Paulo, Brazil)
a 10% por 24h, e em seguida foram colocadas no EDTA para se realizar o processo
de descalcificacdo durante 2 meses. Apds este periodo as amostras foram lavadas
em agua corrente por 1 hora, foram clivadas e colocadas em alcool 70% overnight.
No dia seguinte iniciou-se o processamento histologico composto por 4 etapas. A
primeira etapa foi a desidratacéo, que consiste na remocdo de agua da amostra por
meio da imersdo em &lcool absoluto ou alcool 100%, sendo a solugdao trocada por
quatro vezes. A etapa seguinte foi a clarificagdo ou diafanizacdo, onde as amostras
foram mergulhadas em dois banhos de xilol por 40 minutos cada, com o objetivo de
remover o alcool do tecido, assim o preparando para a etapa seguinte. Entdo, a
proxima etapa foi a infiltragdo, também conhecida como impregnacéo, na qual utiliza-
se a parafina fundida em duas fases, primeiro as amostras sao imersas na parafina |

(Paraplast; Oxford, St.Louis, MO, USA) por 1h e 30 minutos, e em seguida na parafina
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Il por 2h e 30 min. E, a ultima etapa foi a inclusdo onde as amostras de
hemimandibulas foram incluidas em parafina fundida, que apds seu resfriamento se
tornaram blocos de parafina nos quais foram realizados o “toilet” os tornando
adequados ao seccionamento em micr6tomo semi-automético (Leica RM2245)
(Figura 17). Foram obtidos cortes histoldgicos com 6um de espessura, na direcao
mesio-distal, os quais foram colocados em laminas de vidro, e corados com a
coloracdo de hematoxilina/eosina,e o tricromico de Masson. Estas coloracdes foram
utilizadas para a andlise descritiva das alteracbes morfologicas dos tecidos
periodontais, da regido mesial, de furca, e distal dos primeiros molares inferiores
(Fotografias 9, 10 e 11).

Fotografia 9: Amostras no EDTA para a descalcificacao (A); Seta: Bloco histolégico do
micrétomo semi-automatico. Leica RM2245..
| o -

Fonte: o Autor.



55

Fotografia 10: Representa¢des das regides do primeiro molar inferior usadas para a anélise
descritiva histoldgica: Mesial, Furca e Distal. Coloracéo: Hematoxilina e Eosina. Aumento
original: 5x.

Papila Gengival Papila Gengival

Regido Mesial Regiéo Furca Regido Distal

Fonte: o Autor.

Fotografia 11: Representacfes do primeiro molar inferior com a coloragéo tricromico de

Masson. Aumento original: 5x.

Papila Gengival
Papila Gengival

Regigdo Mesial Regiéo Furca Regiéo Distal

Fonte: o Autor.
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4.9 Analise histomorfométrica

As imagens microscépicas da coloracdo de hematoxilina/eosina foram
visualizadas no Microscopio Trinocular Leica DM2500 (Laboratério de Terapia
Fotodinamica, IPD/UNIVAP), e digitalizadas em 1024x768 pixels, 24 bits / pixel de
resolucdo com uma ampliacdo global de 50x. As imagens foram analisadas pelo
programa computacional Image J 1.51v, obtido por dominio publico,

http://imagej.nih.gov/ij.

4.9.1 Nivel de inser¢éo conjuntiva (NIC)

Na raiz distal do 1° Molar Inferior, foram realizadas medidas lineares para
avaliar o nivel de insercao conjuntiva (NIC), o qual foi calculado mensurando-se em
pm a distancia entre a juncdo cemento-esmalte (JCE) e a inser¢cdo conjuntiva. Foi
obtida uma média dos valores dos 7 cortes analisados de cada animal. Primeiramente
foi feito no Image J a calibracdo, por meio da relacdo da quantidade de pixel em 1 um
e o valor encontrado foi utilizado para todas as medidas em todas as fotomicrografias.
Esta foi a primeira etapa para todos os parametros avaliados neste programa
(Fotografia 12).


http://imagej.nih.gov/ij
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Fotografia 12: Processo de calibracéo. A calibracdo da medida foi realizada utilizando a
caixa “Set Scale”. Para isto, foi inserida nesta caixa a quantidade de pixels presente em 1 um.
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Fonte: o Autor.

Com a ferramenta “Straight” foram realizadas medidas lineares do nivel de
insercéo conjuntiva (NIC) e mensurada em “Analyse”e “Measure”. O valor obtido em

“Length” foi o de nosso interesse (Fotografia 13).
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Fotografia 13: Analise histomorfométrica do nivel de inser¢éo conjuntiva (NIC) (um). Imagem
ilustrativa dos tecidos periodontais da regiéo interproximal entre 0 1° e 0 2° molar inferior. A linha
preta representa a medida linear do nivel de inser¢éo conjuntiva (NIC). J& a regido com um
circulo vermelho representa o valor de interesse mesurado em uma imagem

4 Imagel —

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

Ojo/c|o <5 N A|Q|m| | crox| £ 8]~ | |=»

4 R6887.4if (25%
8.64x6.48 inches (2592x1944); RGB; 19MB
f—. Results
' File Edit Font Results
|area [Mean  |Min  [Max |Angle [Length
0.005 180.087 94340 255 9648 1.352

Fonte: o Autor.

4.9.2 Perda 6ssea naregido de furca

A area da perda 6éssea medida corresponde ao espaco ocupado pelo ligamento
periodontal, e perda 6ssea na regido de furca do primeiro molar inferior. Foram
medidos 7 cortes semisseriados dessa regido de cada animal, e uma média desses
valores foi obtida. Com a ferramenta “Polygon selections” a area de perda 6ssea em
pm? foi demarcada, e mensurada em “Analyse”e “Measure”. O valor obtido em “Area”

foi o de nosso interesse (Fotografia 14).
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Fotografia 14: Analise histomorfométrica da perda dssea (um?2). Imagem ilustrativa do 1°
molar inferior na regido de furca, ou seja, na regido entre o teto da furca e crista 6ssea
interradicular. A regido avaliada esta demarcada com linha poligonal em amarelo. A regido
com um circulo vermelho representa o valor de interesse mesurado em quatro imagens
diferentes.
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Fonte: o Autor.

4.9.3 Densidade 6ssea na regido de furca

A densidade 6ssea ou qualidade 6ssea foi avaliada em uma zona de 3.000 pm
sob a crista 0ssea, na area interradicular dentaria. Para isto foi realizada a contagem
pela marcacdo de pontos em 7 cortes por amostra, avaliados quanto a qualidade
0ssea. Foi posicionado um “Grid” (reticulo quadriculado) e com a ferramenta “Straight”
delimitou-se uma regido quadrada dividida em 15x15 quadrados ou 225 pontos de
intersecgdo resultantes das intersecgdes entre 15 linhas verticais e 15 linhas
horizontais. A contagem foi realizada na intersecc¢éo dos pontos onde nao havia tecido
0sseo, utilizando a ferramenta “Multi point” (Fotografia 15). Depois, utilizando o
Microsoft Excel foi feito a correspondéncia da area ocupada por tecido 6sseo neste
guadrado. Os valores numéricos obtidos da densidade 6ssea foram transformados em

porcentagem e submetidos a andlise estatistica.




60

Fotografia 15: - Andlise histomorfométrica da densidade éssea (%). Imagens ilustrativas do
1° molar inferior na regido de furca: A) “Grid”, em preto, colocado sobre a imagem; B)
Delimitagédo da regido analisada e marcagao dos pontos na intersecgéo das linhas do “Grid”,
em amarelo.
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Fonte: o Autor.

4.10 Andalise estatistica

Os dados obtidos em todas as analises foram avaliados estatisticamente no
programa GraphPad Prism versdo 5.00 (GraphPad Software, CA, USA), o qual
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também gerou a apresentacao grafica dos resultados. Os dados foram submetidos ao
teste de normalidade Shapiro-Wilk. Os dados que tiveram distribuicdo normal foram
submetidos ao teste paramétrico ANOVA para amostras independentes, seguido do
teste de Tukey, e aquelas que tiveram distribuicdo ndo normal foram submetidos a
analise de variancia ndo paramétrica Kruskal-Wallis seguido pelo teste de
comparacdes multiplas de Dunn. As diferencas entre grupos foram testadas em um

nivel de significancia de 95% (p<0.05).
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5 RESULTADOS

5.1 Analise macroscopica

Os animais, de todos os grupos, foram pesados semanalmente durante o
periodo experimental e apresentaram ganho de peso dentro dos padrées de
normalidade. No momento da realizacdo da ligadura, em todos os animais, a
profundidade de sondagem foi semelhante (0,5 = 0,0mm). Apds 14 dias da ligadura,
tanto o grupo ligadura quanto o grupo ligaduratMA apresentaram aumento
extremamente significativo da profundidade de sondagem, quando comparado com o
momento da inducéo da ligadura, respectivamente (1,45 = 0,55 vs 0,5mm; p<0,001 e
1,53 + 0,25 vs 0,5mm; p<0,001), mostrando que a doenca foi instalada. Ja, no
momento da eutandsia, ou apds 4 semanas da aplicacdo da MA, o grupo tratado com
MA demonstrou redugdo extremamente significativa nos valores referentes ao
parametro avaliado, quando comparado ao grupo ligadura, respectivamente (0,4 *
0,32mmvs 1,11 + 0,22mm; p<0,001) (Gréfico 1).

Grafico 1. Média e desvio padrdo da profundidade de sondgem no grupo ligadura (A) e ligadura + MA
(B) nos trés periodos (na ligadura, apos 14 dias e na eutandsia). **p<0,01; ***p<0,001. Kruskall-Wallis
e teste de comparag8es multiplas de Dunn.

Grupo Ligadura
Grupo Ligadura+MA

Profundidade de sondagem (mm)
Profundidade de sondagem (mm)

Fonte: o Autor.
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5.2 Analise morfométrica

O gréfico 2 e a fotografia 16 demonstram os resultados da analise morfométrica
da perda dssea alveolar, realizada por meio do método macroscopico. Os maiores
valores de perda éssea foram encontrados no grupo ligadura (15,53 + 2,85mm),
guando comparado com o grupo normal (7,1 £ 0,53mm) e com o grupo ligadura + MA
(8,8 £ 0,5mm), sendo estas diferencas estatisticamente muito significantes (p<0,01).
Importante notar, que no grupo tratado com a MA a perda éssea alveolar foi muito
reduzida, quando comparado ao grupo ligadura, sem tratamento (8,8 £ 0,5 vs 15,53 +
2,85mm; p<0,01), e semelhante ao grupo normal (8,8 + 0,5 vs 8,8 + 0,5mm; p>0,05).
Ademais, o gréfico 3 mostra os resultados da comparacdo da perda 6ssea alveolar,
entre as faces linguais e vestibulares das hemimandibulas, na regido do 1° molar, nos
3 grupos experimentais. O grupo normal demonstra uma perda Ossea fisiologica
desigual entre as faces, sendo que a face lingual mostrou maior perda éssea, quando
comparado a face vestibular. No grupo ligadura a perda éssea tanto na face lingual
como na vestibular foi extremamente significativa com relagéo ao grupo normal. Nota-
se que no grupo ligadura + MA nao teve diferencas significativas entre as faces
vestibular e lingual demonstrando que a MA agiu uniformemente na reducao da perda

O6ssea alveolar.

Gréfico 2: Média e erro padrao da perda 6ssea alveolar nos trés grupos experimentais. **p<0,01.
ANOVA e teste Tukey.
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Fotografia 16: Imagens representativas da analise macroscépica de perda 6ssea em ratos com
periodontite induzida por ligadura do primeiro molar mandibular, nos 3 grupos experimentais. A) Grupo
normal; B)Grupo Ligadura; C)Grupo ligadura +MA

Fonte: o Autor.

Grafico 3: Média e devio padrao da perda 6ssea alveolar nas faces lingual e vestibular do 1° MI, nos
trés grupos experimentais. *p>0,05; **p>0,01; ***p>0,001. ANOVA e teste Tukey.
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Fonte: o Autor.

5.3 Analise histolégica dos tecidos periodontais

Os resultados histoldgicos da coloracédo de hematoxilina e eosina, nos 3 grupos
experimentais e em cada regido do primeiro molar inferior (mesial, furca e distal) estéo
apresentados nas fotografias 17 a 22.

Grupo Normal: Na regido de furca entre o teto da bifurcacdo e a crista alveolar

a area do ligamento também apresenta tecido conjuntivo do tipo frouxo com os feixes
de fibras colagenas e bastante células, incluindo fibroblastos e osteoblastos na
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superficie 0ssea, e cementoblastos na superficie voltada para o cemento. O 0sso
alveolar desta regido apresenta cavidades medulares revestidas pelo endosteo e
matriz 6ssea com ostedcitos em suas lacunas (Fotografia 17, A). Sao observados
alguns osteoclastos multinucleados nas depressdes da matriz 6ssea conhecidas
como lacunas de Howship (Fotografia 22). Também, podem ser observadas as Fibras
de Sharpey inseridas no 0sso alveolar sendo mais espessas, e no cemento mais finas
(Fotografia 20, A). Na regido mesial a papila gengival apresenta epitélio e tecido
conjuntivo dentro dos padrbes de normalidades, com auséncia de infiltrado
inflamatorio, incluindo fibras colagenas densas entremeadas por fibroblastos e alguns
vasos sanguineos. O tecido conjuntivo da gengiva papilar € composto por células e
componentes da matriz extracelular, porém a semelhanca do ligamento periodontal
apresenta varios feixes de fibras coldgenas. Este tecido conjuntivo se estende até a
crista alveolar. A area do ligamento periodontal apresenta os feixes de fibras
colagenas em toda sua extensao, sendo particularmente bem organizadas na regiao
esquerda da raiz mesial, na regido da crista alveolar. Processo alveolar revestido por
periosteo composto de uma camada externa de fibras colagenas e uma camada
interna de células achatadas (Fotografia 18, A). Por fim, na regido distal a papila
gengival apresenta epitélio e tecido conjuntivo dentro dos padrées de normalidades,
com auséncia de infiltrado inflamatorio, incluindo fibras colagenas densas
entremeadas por fibroblastos e alguns vasos sanguineos. Nesta regido as fibras
colagenas transeptais do ligamento gengival inserem no cemento da raiz do 1° Molar
e seguem direcdo horizontal se inserindo no cemento da raiz do 2 © Molar. A insercao
conjuntiva segue o padrdo de normalidade, coincidente com a jungcdo cemento
esmalte (Fotografia 19, A).

Grupo Ligadura: Na regido de furca, entre o teto da bifurcacdo e a crista

alveolar o tecido conjuntivo apresenta-se com fibras colagenas desorganizadas,
desconexas e vasos congestos. O 0sso alveolar desta regido apresenta cavidades
medulares revestidas pelo enddsteo, o qual apresenta alguns osteoclastos, e vasos
congestos (Fotografia 17, B). Também, podem ser observadas as Fibras de Sharpey
com padrédo desorganizado, inseridas tanto no osso alveolar, quanto no cemento,
sendo as do 0sso mais espessas, que as inseridas no cemento, respectivamente
(Fotografia 20, B). Na regido mesial, a papila gengival apresenta epitélio e tecido
conjuntivo com auséncia ou discreto infiltrado inflamatério. O tecido conjuntivo da

gengiva papilar, ao contrario do grupo normal, parece apresentar-se menos denso, e
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com menor extensao. A area do ligamento periodontal apresenta os feixes de fibras
colagenas em toda sua extensdo, porém estdo menos organizadas na regiao
esquerda da raiz mesial, proximo a crista alveolar. O processo alveolar apresenta-se
revestido por um periésteo mais fino, quando comparado tanto com o grupo controle,
guanto com o grupo tratado com membrana (Fotografia 18, B). Na regido distal, a
papila gengival apresenta epitélio e tecido conjuntivo abaixo da juncdo cemento
esmalte demostrando as fibras transeptais do ligamento se inserindo no cemento da
regido final do terco médio da raiz, com leve infiltrado inflamatério, incluindo fibras
colagenas ligeiramente mais finas entremeadas por fibroblastos e alguns vasos
sanguineos. A insercao conjuntiva ndo coincide com a juncédo cemento esmalte, e ha
a migracao apical do epitélio juncional demonstrando perda de insercao (Fotografia
19, B).

Grupo Ligadura + MA: Na regido de furca entre o teto da bifurcacéo e a crista

alveolar a area do ligamento apresenta tecido conjuntivo do tipo frouxo com fibras
colagenas e bastante células, incluindo fibroblastos, osteoblastos na superficie 6ssea
e cementoblastos na superficie voltada para o cemento. O 0sso alveolar desta regiao
parece apresentar maior quantidade de espacos medulares revestidas pelo endosteo,
e ostedcitos na matriz 6ssea (Fotografia 17, C). Também, podem ser observadas as
Fibras de Sharpey com padrédo organizado, inseridas tanto no osso alveolar, quanto
no cemento, sendo as do 0SSO mais espessas, que as inseridas no cemento,
respectivamente (Fotografia 20, C). Na regido mesial a papila gengival apresenta
epitélio e tecido conjuntivo dentro dos padrées de normalidades, com auséncia de
infiltrado inflamatario, incluindo fibras colagenas densas entremeadas por fibroblastos
e alguns vasos sanguineos. Este tecido conjuntivo se estende até a crista alveolar. A
area do ligamento periodontal apresenta fibras coldgenas principais em toda sua
extensao sendo que na regido da raiz mesial as fibras da crista alveolar estdo bem
definidas. O o0sso do processo alveolar esta revestido por periésteo de espessura
semelhante ao grupo normal. A camada mais fibrosa do periosteo parece unir-se com
tecido conjuntivo da gengiva, em direcéo a superficie dentaria (Fotografia 18, C). Em
algumas amostras € possivel visualizar um pequeno fragmento da Membrana
Amnidtica presente, e se integrando aos tecidos periodontais (Fotografia 21). Por fim,
na regiao distal a papila gengival apresenta epitélio e tecido conjuntivo dentro dos
padrées de normalidades, com auséncia de infiltrado inflamatorio, incluindo fibras

colagenas densas entremeadas por fibroblastos e alguns vasos sanguineos. A
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insercdo conjuntiva ndo esta coincidente com a juncdo cemento esmalte, porém neste
grupo ocorre apenas uma leve migracdo do epitélio juncional demonstrando uma

perda de insercdo menor, quando comparado ao grupo ligadura (Fotografia 19, C).

Fotografia 17: Fotomicrografias dos tecidos periodontais na regido de bifurcagcéo do 1° Molar dos
grupos: Normal (A), Ligadura (B), Ligadura + MA (C). Coloragdo: Hematoxilina e Eosina. Aumento
original: 10x. TF: Teto da bifurcagdo, D: Dentina, OA: Osso Alveolar, *: Vasos congestos, Seta preta:
fibras colagenas organizadas, Seta branca: fibras colagenas desorganizadas.

Fonte: o Autor.



68

Fotografia 18: Fotomicrografias dos tecidos periodontais na regido mesial do 1° Molar dos grupos:
Normal (A), Ligadura (B), Ligadura + MA (C). Colorag&o: Hematoxilina e Eosina. Aumento original:
10x. D: Dentina, OA: Osso Alveolar, Seta Preta: Papila Gengival Mesial, Seta curta: Peridsteo.

Fonte: o Autor.
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Fotografia 19: Fotomicrografias dos tecidos periodontais na regido interproximal entre 1° e 2° Molar
dos grupos: Normal (A), Ligadura (B), Ligadura + MA (C). Coloracdo: Hematoxilina e Eosina. Aumento
original: 10x. PMI: Primeiro Molar Inferior, SMI: Segundo Molar Inferior, D: Dentina, OA: Osso
Alveolar, Circulo: infiltrado inflamatério, Seta Preta: Jungdo Cemento-Esmalte, Seta branca: Insercéo
Conjuntiva.

Fonte: o Autor.
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Fotografia 20: Fotomicrografias da regiéo de bifurcagéo, proximo a raiz distal do 1° Molar dos
grupos: Normal (A), Ligadura (B), Ligadura + MA (C). Notam-se as fibras de Sharpey inseridas no
0sso alveolar e no cemento. Coloracdo: Hematoxilina e Eosina. Aumento original: 40x. D: Dentina,
CE: Cemento, OA: Osso Alveolar, Seta Preta: fibras colagenas organizadas (Fibras de Sharpey),

Seta Branca: Fibras colagenas desorganizadas.

Fonte: o Auto.
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Fotografia 21: Fotomicrografias dos tecidos periodontais na regido mesial do 1° Molar do grupo

Ligadura + MA, onde se observa um pequeno fragmento de membrana se integrando ao tecido

conjuntivo gengival. Coloragé@o: Hematoxilina e Eosina. Aumento original: 10x. MA e Seta Preta:
Membrana Amnidtica, OA: Osso Alveolar, Seta Branca: M,grlte_grada ao tecido.

Fonte: o Autor.

Fotografia 22: Fotomicrografias da regiéo de bifurcacdo, préximo a raiz mesial do 1° Molar do grupo
normal. Seta preta: osteoclastos multinucleados presentes nas depressdes da matriz 6ssea
conhecidas como lacun 80: Hematoxilina e Eosina. Aumento original: 40x.

V4 v 4 3 M

Fonte: o Ator.

Os resultados da andlise histoldgica, por meio da coloracao tricrémico de
Masson nos 3 grupos experimentais e em cada regido do primeiro molar inferior
(mesial, furca e distal) estdo apresentados nas fotografias 23 a 26. No geral por meio

desta coloracdo foram observadas o tecido conjuntivo (matriz extracelular,
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principalmente os feixes de fibras colagenas) presente nas papilas gengivais mesial e
distal, assim como no espaco do ligamento periodontal ao longo das raizes e na regiédo
de furca entre o teto da bifurcacao e a crista alveolar interradicular.

Grupo normal: Na regido de furca, abaixo do teto da bifurcacdo, a coloragéao
pelo tricomico de Masson mostrou um tecido conjuntivo com 0s grossos feixes de
fibras colagenas do ligamento periodontal em toda sua extensdo. Além destes feixes,
a coloragdo Masson demonstrou outras fibras colagenas, mais finas, irregularmente
dispostas na matriz extracelular (Fotografia 23, A). Na area do ligamento periodontal
também é bastante definido as fibras de Sharpey, que sédo as porcdes dos feixes de
fibras colagenas do ligamento inseridas na matriz do cemento e do osso alveolar,
sendo as do 0sso alveolar mais espessas, do que as inseridas no cemento (Fotografia
24, A). Na regidao mesial a papila gengival apresenta tecido conjuntivo dentro dos
padrdes de normalidades com os feixes de fibras colagenas que compdes o ligamento
gengival, abaixo do epitélio gengival (Fotografia 25, A). E, na regido da papila gengival
distal fica bastante evidente os feixes das fibras colagenas transeptais do ligamento
gengival, os quais se inserem no cemento da raiz do 1° Molar e seguem diregéo
horizontal se inserindo no cemento da raiz do 2 ° Molar (Fotografia 26, A). Nesta
mesma fotografia, corada com tricromico de Masson, também verifica- se que a
insercao conjuntiva é coincidente com a juncdo cemento esmalte, seguindo assim a
normalidade.

Grupo ligadura: Na regido de furca, entre o teto da bifurcacdo e a crista
alveolar o tecido conjuntivo apresenta-se com fibras colagenas ligeiramente mais
desorganizadas, desconexas e menos densas. A area do ligamento periodontal
apresenta os feixes de fibras coldgenas em toda sua extensdo, porém estdo menos
organizadas na regido esquerda da raiz mesial, préximo a crista alveolar (Fotografia
23, B). As fibras de Sharpey inseridas no osso alveolar no cemento sao
desorganizadas e menos definidas. (Fotografia 24 B). O tecido conjuntivo da gengiva
papilar mesial, ao contrario do grupo normal, parece apresentar-se menos denso, e
com menor extensdo. Na regido distal, a papila gengival apresenta tecido conjuntivo
onde se observa principalmente as fibras transeptais do ligamento gengival, porem
elas estdo ligeiramente desorganizadas e finas, e principalmente estdo se inserindo
no terco meédio da raiz. (Fotografia 26, B). E, consequentemente nesta mesma
fotografia verifica-se que a insercdo conjuntiva ndo € coincidente com a juncgao

cemento esmalte demonstrando perda de insergao.
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Grupo Ligadura + MA: Na regido de furca entre o teto da bifurcacéo e a crista

alveolar, assim como nesta regido, proximo a raiz distal, a area do ligamento
apresenta tecido conjuntivo com grossos feixes de fibras colagenas, assim como com
outras mais finas entremeadas entre estas mais densas, com uma boa organizacéo e
definicdo. Também podem ser observadas as Fibras de Sharpey com padrao
organizado e bem definido (Fotografia 23, C e 24, C). O tecido conjuntivo da gengiva
papilar esta com uma aparéncia proéxima ao grupo normal, devido a maior densidade
de feixes de fibras coldgenas, que estdo mais visiveis proximo a superficie radicular.
E, na regido distal a papila gengival apresenta as fibras transeptais densas e
organizadas, sendo que neste grupo a distancia entre a insercao e a juncao cemento

esmalte estd menor, demonstrando menor perda de insercédo (Fotografia 26, C).
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Fotografia 23: Fotomicrografias dos tecidos periodontais na regido de bifurcagcéo do 1° Molar dos
grupos: Normal (A), Ligadura (B), Ligadura + MA (C). Coloracéo: Tricrbmico de Masson. Aumento
original: 10x. TF:Teto da bifurcacdo, D: Dentina, OA: Osso Alveolar, * : Vasos congestos, Seta preta:
fibras colagenas organizadas, Seta branca: fibras colagenas desorganizadas.

Fonte: o Autor.
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Fotografia 24: Fotomicrografia da regido de bifurcacéo, préximo a raiz distal do 1° Molar dos grupos:
Normal (A), Ligadura (B), Ligadura + MA (C). Fibras de Sharpey inseridas no osso alveolar e no
cemento. Grupos: Normal (A), Ligadura (B), Ligadura + Membrana (C). Colorac¢ao: Tricrémico de
Masson. Aumento original: 40x. D: Dentina, CE: Cemento, OA: Osso Alveolar, Seta Preta: fibras
colagenas organizadas, Seta Branca: Fibras coldgenas desorganizadas, Seta vermelha: fibras de

——

-

Fonte: o Autor.
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Fotografia 25: Fotomicrografias dos tecidos periodontais na regido mesial do 1° Molar dos grupos:
Normal (A), Ligadura (B), Ligadura + MA (C). Coloracdo: Tricromico de Masson. Aumento original:
10x. D: Dentina, OA: Osso Alveolar, Seta Preta: Papila Gengival Mesial, Seta curta: Peridsteo.

Fonte: o Autor.
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Fotografia 26: Fotomicrografias dos tecidos periodontais na regido interproximal entre 1° e 2° Molar
dos grupos: Normal (A), Ligadura (B), Ligadura + MA (C). Coloracdo: Tricrémico de Masson. Aumento
original: 10x. PMI: Primeiro Molar Inferior, SMI: Segundo Molar Inferior, OA: Osso Alveolar, *Fibras
tranceptais do ligamento periodontal Seta Preta: Juncdo Cemento-Esmalte, Seta branca: Insergao
Conjuntiva.

Fonte: o Autor.

5.4 Andlise Histomorfométrica

Por meio desta andlise foram avaliados trés parametros: o nivel de insercao
conjuntiva, a perda 0ssea na regido de furca e a densidade 0ssea, também na regiao
de furca.
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5.4.1 Nivel de inser¢édo conjuntiva (NIC)

O Grafico 4 demonstra os os resultadosdo nivel de inser¢do conjuntiva. O
maior valor do NIC foi encontrado no grupo ligadura (1,51 * 4,26 um), sendo a
diferenca estatisticamente muito significante (p<0,01), quando comparado com o
grupo normal (0,33 £ 0,52 um), e significante (p<0.05), quando comparado com o valor
médio do NIC no grupo ligadura + MA (0,91 £ 1,75 pum). O grupo tratado com a MA o
NIC néo apresentou diferenca significativa com relacéo ao NIC do grupo normal (0,91
+1,75 um vs 0,33 £ 0,52 um p<0,01).

Grafico 4: Média e desvio padréo do nivel de insergdo conjuntiva nos trés grupos experimentais.
**p<0,01, *p<0,05. ANOVA e teste Tukey.
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Fonte: o Autor.

5.4.2 Perda 6ssea ha regido de furca

O Grafico 5 demonstra os resultadosda perda 6ssea na regidao de furca. Os
maiores valores de perda de 6ssea na regido de furca foram encontrados no grupo
ligadura (1,55 + 1,85 um), quando comparado com o grupo normal (1,21 + 1,80 um) e
com o grupo ligadura + MA (1,24 = 1,83 um), porém estas diferencas nédo foram

estatisticamente significativas.
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Gréfico 5: Média e desvio-padraoda perda 6ssea regido de furca nos trés grupos experimentais.
p>0.05. ANOVA e teste Tukey.
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Fonte: o Autor.

5.4.3 Densidade 6ssea na regido de furca

O grafico 6 demonstra os resultados da analise histomorfométrica da densidade
0ssea na regido de furca,.. Os maiores valores de densidade éssea na regido de furca
foram encontrados no grupo ligadura + MA (0,85 + 0,01 pum), quando comparado com
o grupo normal (0,82 + 0,03 um), e com o grupo ligadura ( 0,81 + 0,04 um) sendo estas

diferencas estatisticamente n&o significativas.



Grafico 6: Média e desvio padrdo da densidade 6ssea na regido de furca nos trés grupos
experimentais. p>0.05. ANOVA e teste Tukey.
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Fonte: o Autor.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo teve por objetivo analisar o efeito da membrana amniotica
na regeneracao periodontal, em ratos, submetidos a periodontite por meio do modelo
experimental da ligadura. Os principais resultados deste estudo foram que a aplicacéo
da MA por 4 semanas reduziu a perda 0ssea alveolar induzida pela periodontite, e
estimulou o ganho de insercéo conjuntiva.

O modelo experimental da ligadura em ratos reproduz as caracteristicas
patologicas da periodontite causada pelo excesso de placa bacteriana, pré-instalada
na superficie dentéria (KINANE; STATHOPOULOU; PAPAPANOU, 2017). A doenca
periodontal leva a perda do dente, logo o método empregado com a engenharia de
tecidos e terapia com células-tronco € um tratamento muito promissor para essa
patologia (WU et al.,, 2016). A membrana amnibtica demonstra ter caracteristicas
proeminentes dentro do campo da regeneracdo de tecidos, devido as suas
proeminentes propriedades: biocompatibilidade, imunomodulacdo, antibacteriana,
antiinflamataria, e pro-angiogénica (IWASAKI et al., 2019).

No presente estudo foi notério que a doenca periodontal foi instalada com
sucesso, o0 que esta de acordo com o modelo classico da periodontite induzida com
ligadura de algodao de Johnson (1975). A inducao da periodontite ocorreu por meio
da colocacéo de ligaduras com fio de algodao ao redor dos 1° molares inferiores direito
e esquerdo, ao nivel do sulco gengival. Neste modelo, os patégenos apresentam um
alto grau de viruléncia, estando bem aderidos na regidao dentéria ap6s 14 dias
(OLIVEIRA, 2016). Esta colonizacéo da area do sulco gengival, altera o equilibrio e a
composicdo da microbiota humana, acarretando na resposta imune inata do
hospedeiro, que é a principal causa da destruicdo dos tecidos periodontais (PAYNE
et al.,, 2015; CAMPOS, 2018). A escolha referente ao modelo para inducdo de
periodontite se embasou nestes estudos uma vez que esse padrao apresenta alto
potencial de acometimento dos tecidos, acarretando uma perda Ossea alveolar
significativa e baixa reversibilidade espontanea.

Alguns indicadores de periodontite foram avaliados no presente estudo. Apés
14 dias da colocacéo da ligadura o éxito da inducdo da periodontite foi comprovado
pela presenca de biofilme dental, sangramento gengival, mobilidade dental e
profundidade de sondagem caracteristica de perda de insercéo periodontal. Apés 4

semanas da aplicacdo da MA, e antes da eutanasia dos animais foi verificando neste
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grupo, que os valores referentes a profundidade de sondagem estavam extremamente
reduzidos quando comparado ao grupo ligadura, e também ndo havia mobilidade
dental e sangramento gengival a sondagem, assim significando uma melhoria para as
consequéncias clinicas da doenca, uma vez que o contrério indica periodontite
instalada (PEREIRA et al., 2019, VENKATESAN; LAVU; BALAJI, 2021). Assim como
em nosso estudo, Pereira et al. (2019) relata que os ratos ndo mostram diferenca com
relacdo ao peso corporal, ganhando peso durante o experimento.

O tratamento convencional da periodontite em humanos € a raspagem e
alisamento radicular, porém nos casos severos da doenca este tratamento sozinho
pode ndo produzir os resultados clinicos desejaveis e a recorréncia da doenca é
comum (CHRISTGAU et al., 2007). Em nosso estudo, apos os 14 dias da colocacao
da ligadura, o agente etiol6gico da doenca (fio de algodao) foi removido no grupo
ligadura, mas mesmo assim ocorreu uma perda Ossea alveolar significativamente
superior ao grupo ligadura + MA, o qual também teve a ligadura removida no mesmo
periodo daquele, indicando que a doenca periodontal se manteve no grupo ligadura,
enquanto que no grupo tratado, a MA reduziu a perda 0ssea alveolar, estimulando o
reparo do 0sso.

Atualmente, a utilizacdo de tecidos biolégicos na terapia regenerativa tem
atraido atencédo, especificamente a MA, devido as suas propriedades biologicas e
mecanicas (AGARWAL et al., 2014). A MA se destaca por apresentar potencial como
scaffold para a engenharia tecidual periodontal, devido a sua biocompatibilidade,
viscoelasticidade e adequado suporte mecanico para a adeséo e proliferacéo celular
(ELAHI et al., 2021). Quanto a sua forma de apresentacdo o0s estudos vém
demonstrando que suas propriedades sdo mantidas tanto na fresca quanto na forma
criopreservada (FENELON et al., 2018; MORAES et al., 2021). Entretanto, quando a
MA é aplicada na pratica clinica, a criopreservada é usada, ao invés da MA na forma
fresca, pois permite o armazenamento por longos periodos antes de seu uso.
Perepelkin et al. (2016) também relatam a importancia do emprego da MA
criopreservada, a qual pode ser armazenada em bancos de tecidos os quais garantem
a esterilidade e a disponibilidade de um biomaterial de qualidade. Assim, por ser mais
viavel e pensando numa futura aplicacdo clinica, neste trabalho foi escolhido usar a
MA na forma criopreservada.

Pela nossa experiéncia, o presente estudo foi pioneiro em aplicar a membrana

amnidtica 4 semanas apos a inducao da doencga periodontal por meio da ligadura no
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1° molar inferior de ratos. Durante a aplicacdo da MA, ela apresentou uma boa
acomodacédo, se moldando ao defeito 6sseo provocado pela ligadura. Segundo
Agarwal et al. (2014), a espessura fina da membrana e a sua natureza auto aderente
permite a facil manipulagéo e sua adaptacdo suprimindo a necessidade de sutura da
mesma. Por conseguinte, o procedimento cirirgico é mais rapido, sem muitos
obstaculos técnicos, sugerindo uma boa opcdo em areas de mais dificil acesso da
cavidade oral, como a regiao de molar devido a sua grande adaptabilidade a diferentes
morfologias de defeitos 6ésseos (LEAL-MARIN et al., 2021).

Kumar et al. (2015) também ressalta que a membrana amnidtica ndo se desloca
do defeito 6sseo devido sua auto aderéncia, assim eliminando o uso de suturas. Assim
esses atributos biolégicos e fisicos Unicos que a MA apresenta reduzem a
complexidade da técnica minimizando efetivamente as chances de complicacbes pos-
operatorias 0 que verificamos no nosso estudo, tendo em vista que no periodo pés
operatorio ndo tivemos nenhuma complicacdo. Segundo Elahi et al. (2021) o controle
da infeccéo pds operatoéria € importante para o sucesso de qualquer técnica, sendo a
membrana amnidtica particularmente relevante para prevenir a colonizacdo de
microorganismos, o0 que € explicado pela sua propriedade antimicrobiana devido a
secrecdo e liberacdo dos peptideos antimicrobianos, incluindo beta-defensinas,
inibidor da proteinase secretdria de leucdcitos e elafina.

A dindmica de reabsorcédo da MA é importante. Especificamente na engenharia
dos tecidos, os scaffolds devem apresentar estabilidade e capacidade de
biodegradacéo durante um periodo apropriado permitindo assim, a difusdo de células
ou fatores biologicos soluveis para a regido do defeito, promovendo a total
regeneracao do tecido. Segundo Kumar et al. (2015) a literatura é escassa sobre a
dindmica da reabsorcdo da MA, embora é sugerido que a membrana é completamente
reabsorvida na ferida em cerca de 2-4 semanas (GOMMA et al., 2022). A taxa de
reabsorcdo € relevante, porque no campo da regeneracdo tecidual guiada as
membranas devem funcionar por um periodo de 4-6 semanas para alcancar a
regeneracao periodontal ideal (KUMAR et al., 2015).

No presente estudo a MA permaneceu por quatros semanas, o que foi
confirmado na andlise histoldégica pela presenca de um pequeno fragmento,
totalmente integrado ao tecido conjuntivo da gengiva, proximo ao epitélio juncional do
dente, indicando que a membrana se enquadrou neste periodo ideal considerado pela
RTG. Nossos resultados sao consistentes com (KHALIL;, MELEK, 2018) que
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constataram a presencga de remanescentes de MA, no periodo entre 4 e 6 semanas,
no centro de defeitos 6sseos criados cirurgicamente no fémur de coelhos porém,
diferente do nosso estudo, foi encontrado inflamagé&o ao redor do fragmento de MA.
Iwasaki et al. (2014) também observaram remanescentes de @mnio, em 4 semanas,
no espaco do ligamento periodontal de ratos, submetidos a aplicacdo de scaffold de
amnio com células tronco do ligamento periodontal. Esta pesquisa demonstrou, que 0
scaffold de @mnio com células tronco do ligamento periodontal acelerou a regeneracao
periodontal, porém ao contrario do nosso trabalho, o fragmento de &amnio
remanescente interferiu com a orientacéo dos feixes de fibras colagenas do ligamento
periodontal. Os resultados da analise histolégica do nosso trabalho, tanto pela
coloracdo de H/E, quanto e principalmente pela coloracéo do tricromico de Masson,
demonstraram que a MA foi biocompativel com os tecidos periodontais. As papilas
gengivais, tanto por mesial, quanto por distal apresentaram epitélio e tecido conjuntivo
dentro dos padrdes de normalidades, com auséncia de infiltrado inflamatorio. A area
do ligamento periodontal apresentou os feixes de fibras colagenas principais
orientados e densamente organizados em toda sua extensdo do ligamento
periodontal, com as fibras de Sharpey inseridas no 0sso alveolar e no cemento, o que
€ uma evidéncia estrutural da funcdo de sustentacdo do dente no alvéolo 6sseo
promovida pelo ligamento periodontal.

A preservacao do espaco biolégico, o qual compreende a insercao epitelial e a
insercdo conjuntiva, € de extrema importancia para a manutencdo de um periodonto
de insercdo sadio. A invasdo deste espaco por microorganismos e suas toxinas
promove danos aos tecidos periodontais resultando na periodontite, a qual apresenta
perda de insercdo conjuntiva, presenca de bolsa periodontal e perda éssea alveolar.

Neste trabalho, o nivel de insercdo conjuntiva (NIC) foi analisado tanto
histologicamente como histomorfométricamente. Em ambas as analises, o grupo
tratado com MA apresentou maior ganho de inser¢cao conjuntiva quando comparado
com o grupo ligadura, 0 que evidencia a atuacédo relevante deste biomaterial no
crescimento epitelial e ganho de insercédo clinica. Essa diminuicdo da perda de
insercdo epitelial e conjuntiva estd de acordo com Velez et al. (2010) os quais
relataram bons resultados da aplicacdo da membrana amniética criopreservada no
campo da periodontia clinica mostrando a aceleragdo na cicatrizagdo dos tecidos
periimplantares, incluindo o rapido crescimento do epitélio, uma boa adesdo da

gengiva inserida e a reducao da dor no pos operatério. A MA incentiva o crescimento
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do epitélio facilitando a migracéo celular e reforcando a adesao, pois apresenta varios
fatores de promocao de epitelizacdo, como o fator de crescimento epidérmico (EGF)
e fator de crescimentos dos hepatdcitos (HGF) (LEAL- MARIN et al., 2021).

Rinastiti et al. (2006) avaliaram histologicamente o potencial do transplante de
membrana amniética humana em um defeito gengival em coelho e verificaram que a
MA induziu epitelizacéo rapida, formacao de colageno, e suprimiu a inflamacéo, pois
impediu a migracao de polimorfonucleares (PMN) até o local da ferida, sugerindo que
a mesma promove a cicatrizagdo gengival rapida. Novamente estes achados estédo de
acordo ao nosso resultado significativo de ganho de inser¢éo clinica, considerando o
reparo rapido do tecido gengival no grupo tratado com MA. Esta regula positivamente
a expressao de receptores de fatores de crescimento, como o receptor de EGF em
células epiteliais, o qual quando ligado ao EGF pode induzir rapida migracdo de
células epiteliais gengivais e fixacdo na area da ferida, estimulando assim a rapida
proliferacéo celular (LAFZI et al., 2007).

Neste estudo os animais do grupo tratado com MA apresentaram menor perda
O0ssea alveolar evidenciado pela analise morfométrica macroscopica, quando
comparado ao grupo ligadura, sugerindo um efeito positivo da MA. Isso corrobora com
o estudo pré-clinico de Wu et al. (2016) no qual aplicaram a membrana amnio6tica com
células tronco adiposas cultivadas sobre ela no defeito ésseo produzido apds a
extracdo do 1° molar superior de ratos, verificando o aumento da regeneracao 6ssea
das paredes do alvéolo. Neste parametro avaliado, ainda verificamos a ndo ocorréncia
de diferenca significativa entre o grupo tratado com MA e o grupo normal o qual
apresentou somente uma leve perda 0ssea fisioldgica. Este fato demonstra que a MA
estimulou o reparo 6sseo, sendo este proximo do nivel 6sseo normal, pelo menos nas
faces vestibular e lingual do 1° molar.

Outro resultado interessante do presente estudo, ainda com relacdo analise
morfométrica macroscoépica, foi que o padrdo desta perda 6ssea alveolar nao foi
uniforme entre as faces linguais e vestibulares nos diferentes grupos experimentais.
Ao se comparar as faces lingual e vestibular, a perda 6ssea nos grupos normal e
ligadura sempre foi maior na face lingual, seguida pela face vestibular. Estes dados
podem ser corroborados por Fernandes (2014), que avaliou a perda 6ssea alveolar
durante a progressdo da periodontite em ratos, por meio da microtomografia
computadorizada, e relatou que apos a retirada da ligadura, a perda 6ssea progrediu

diferentemente entre as faces vestibular e lingual, e a regido de furca, sendo a perda
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O0ssea maior na vestibular, seguida pela lingual e por ultimo a regido de furca. Ja no
grupo tratado com a MA o resultado foi bastante diferente, sendo que. tanto na face
lingual, quanto na face vestibular a reducdo na perda 6ssea foi semelhante. Isto pode
confirmar primeiro, a manutencdo da membrana nestas regides e segundo, o efeito
homogéneo da MA sobre a reducdo na perda 6ssea, promovendo um reparo 6sseo
também homogéneo em ambas as faces do 1° molar inferior.

Venkatesan, Lavu e Balaji (2021) analisaram, em um estudo clinico, qual
combinacao era mais eficaz para o manejo de defeito intra-6sseo periodontal de 6mm
sendo elas: membrana amniotica associada ao fosfato de calcio bifasico e membrana
de colageno associada ao fosfato de calcio bifasico. Como resultado verificaram uma
atuacao positiva e mais significativa no grupo da MA demonstrando reducédo da
profundidade de bolsa e ganho de adesdao clinica, assim estando de acordo com 0s
resultados que encontramos no grupo tratado com MA o qual apresentou uma menor
profundidade de sondagem e uma maior insercédo clinica, quando comparado ao
grupo ligadura. A MA contém numerosos fatores de crescimento, como fator de
crescimento de fibroblastos basico, fator de crescimento epitelial, fator de crescimento
endotelial vascular, fator de crescimento transformador, e fator de crescimento de
hepatdcitos, todos correlacionados com a regeneracao periodontal por meio de efeitos
anti-inflamatérios, imunomoduladores, antibacterianos e promocéao do crescimento de
progenitores endoégenos (YAMADA; SHANBHAG; MUSTAFA ,2022).

Yamada, Shanbhag e Mustafa (2022) fizeram um levantamento das principais
técnicas de scaffolds na regeneracédo periodontal, e relataram que o uso da MA como
membrana de barreira em associacdo com granulos de hidroxiapatita tem efeitos
benéficos na supresséo da inflamacéo local, resultando em maior ganho de insercao
clinica, com maior formacédo éssea do que apenas 0s substitutos ésseos. Embora, a
eficacia da MA sozinha para induzir a regeneragéo periodontal permaneca indefinida,
o estudo provou ser a MA um arcabouc¢o promissor para terapia periodontal baseada
em células, onde sua atuacédo ja € bem elucidada para o reparo e regeneracao de
tecidos moles. Nossos resultados estdo de acordo com esses achados, sendo
realmente observado um maior reparo estatisticamente significativo no tecido mole,
ou seja, maior inser¢do clinica, no grupo tratado com MA. Também abre a
possibilidade de associar em um estudo futuro a MA com outros biomateriais, a fim de

analisar se tera um maior ganho 0sseo.
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Ainda com relacdo a associacdo da MA com outro biomaterial, Sali e Geroge
(2016) avaliaram a combinacédo de desbridamento de retalho aberto com membrana
amnidtica e osso liofilizado desmineralizado para tratamento de defeito intradsseo, e
verificaram que a combinag&o da MA, como scaffold, juntamente com o osso liofilizado
conferiu beneficios estendidos para a MA, devido a capacidade formativa do 0sso
liofilizado. Como resultados, observaram reducéo de profundidade de bolsa, ganho de
nivel de insercdo clinica e ganho 0sseo radiogréfico, esses parametros foram
avaliados e persistiram nos periodos de 3,6,9 e 12 meses apds a aplicacdo do
biomaterial. Este estudo esta de acordo com 0s nossos resultados no que diz respeito
ao ganho de insercdo clinica e a profundidade de sondagem, em contrapartida
desperta o interesse em um proximo estudo associar a MA com algum biomaterial
osteogénico, e também aguardar um maior periodo de atuacdo a fim de verificar maior
ganho ésseo.

Gomaa et al. (2022) comparou a resposta de cicatrizacdo em caso de recessao
gengival criada em cées tratados com um retalho posicionado a nivel coronario com
uso de membrana de aloenxerto de amnio ou enxerto de tecido conjuntivo. Em 1 més,
o grupo tratado com MA mostrou fibras colagenas do ligamento periodontal altamente
celulares e orientadas obliqguamente a superficie da raiz, e inseridas em uma camada
continua de cemento recém formado, porém nenhuma nova formacao 6ssea. Ja com
3 meses, 0 mesmo grupo apresentou cicatrizagdo completa com uma nova insergéao
de tecido conjuntivo com fibras de coldgeno densas e bem organizadas que eram
obliquas a superficie do dente e inseridas no cemento recém-formado. No entanto,
nenhum osso novo foi observado novamente. Os resultados do nosso trabalho séo
consistentes com esses, uma vez que observamos ganho de inser¢cao, com feixes de
fibras coldgenas organizados e orientados entre 0 cemento e 0sso alveolar, e também
nao verificamos diferenca entre os grupos em relagédo a densidade 6ssea na furca e a
perda 0ssea na regiao de furca, estando os dados bem homogéneos em todos os
grupos.

Estudos antecedentes relatam que a microtomografia computadorizada se
correlaciona muito bem com a analise histologica com relacdo a quantificacdo da area
de osso novo (COWAN et al., 2007). Ja Thomsen et al. (2005) elucida que a
microtomografia computadorizada pode substituir com precisdo a analise histologica
convencional na analise quantitativa do osso. Fernandes (2014) sugere que embora

0 método mais utilizado para mensurar e avaliar a perda éssea alveolar em estudos
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com animais seja a analise histolégica, esta apresenta limitada capacidade de
distinguir os niveis 6sseos associados com os tecidos saudaveis e os relacionados
com a doenga periodontal, e por esse motivo torna tdo importante o uso da
microtomografia computadorizada para este fim. O fato de n&o verificarmos diferenga
na densidade 6ssea e na perda 6ssea na regido de furca entre os grupos pode estar
relacionado a essa limitacdo, e nos estimula a planejar um estudo futuro com o uso
da microtomografia computadorizada, a qual permitird obter medidas volumétricas de
todo 0 0sso do processo alveolar.

O presente estudo demonstrou efeitos benéficos da aplicacdo da MA no
tratamento da periodontite, incluindo um processo de cicatrizacdo favoravel, sem
sinais de reacéo inflamatorias cronica ou de corpo estranho, pelo menos no periodo
avaliado, confirmando assim a biocompatibilidade, capacidade regenerativa, néo
toxicidade e ndo imunogenicidade da MA na regeneracdo tecidual guiada para o
tratamento de defeitos periodontais, sendo esse um biomaterial promissor dentro da
engenharia de tecidos que merece cada vez mais estudos a fim de aprimorar ainda

mais seu sucesso na aplicacao clinica.
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7 CONCLUSAO

Com base nos experimentos realizados, e a partir dos resultados obtidos
podemos concluir, que a membrana amniotica foi eficaz na diminuicdo da
profundidade da bolsa periodontal, na diminuicdo da perda Ossea alveolar e,
possibilitou um ganho de inser¢éo clinica periodontal. Assim, a MA pode estimular o
reparo periodontal apos ter removido o agente etiolégico que estava provocando a
periodontite e com isto promove gradativamente a reconstrucdo das estruturas

periodontais acometidas pela periodontite.
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Resumao
A doenga periodontal & um processo inflamatdrio erdmico muliifatorial, que leva & destuigio das estruluras do
periodonto ¢ posteriormente perda dentdna, prejudicando a salde bucal ¢ geral. A membrana amnidtiea (MA) atmi atenglio
comao hiomatenal para a medicina regenerativa, sua arguitetura tnica garmnie excelentes propriedades biologicas ¢ meciinicas,
) objetivo ¢ analisar o potencial da MA na regeneragio dos tecidos periodontais na periodontite induzida em ratos, A
casuistica envolveu 26 mios machos Rattus norvericws, Albinos, Wistar, com peso aproximado de 200 a 250g, os quais apds o
perioda de aclimatizagho foram divididos aleatonamente nos grupos: Grupo nommal (n=6): os animais nio fomm submetidos a
nenhum procedimento, seguindo o percurso normal do expenmento; Grupo ligadura (n=10): os animais fomm submetidos 4
ligadura para indugio da periodontite, e apés 2 semanas esta foi removida e seguiram sem tratamento; Grupo ligadura + MA
(n=10): o5 animais fomm submetidos a ligadura para indugiio de periodontite, apds 2 semanas a ligadum foi removidae o MA
colocada ao redor do defeito dsseo, Apds 4 semanas de atvaglio da MA os animais fomm eutamasiados ¢ as andlises
macroscopica, morfométnca, histologica, histomorfométrica ¢ estatistica foram realizadas para avaliar o reparo periodontal.
Ohbservow-se significativa instalagio da doenca periodontal, e apds a colocagdo da MA, verificou-se a diminuigio da perda
dssea alveolar ¢ da profundidade de sondagem, ganho no nivel de insergiio conjuntiva, e tecidos periodontais com aspecio de
normalidade. Conclui-se que a MA estimula o reparo periodontal apds ter removido o agente etiologico que estava provocamdo
a periodontite,
Palavras-chaves: Membmna amniatica; Medicina regenerativa; Periodontite; Ratos; Ligadum.
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