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A Deus,

Ao nosso Criador em primeivo lugar. Tudo o que somos, construimos, ou buscamos extste se nao
Jor a partir de suas Bengoes e Graga. D’Ele vem toda a for¢a que nos impulsiona e emana toda a
energia para que possamos fager as coisas certas, pelos caminhos do bem e que nem sempre
entendemos, mas la na frente fara todo o sentido. Obrigado meu Deus por todos os ensinamentos
diarios, todas as provagées, todos os “ndos” de livvamento, enfim, por sempre me acompanhar e
perddo pelas veges que por alguns instantes tenha duvidado da sua existéncia em momentos de

Sfraqueza e desespero. Gratiddo meu Senhor!

Aos meus pais, Raimundo Nonato (in memorian) e Rosania

Sem vocés o que seria de mim? Dig em Exodo 20:12 — “Honra teu pai e tua mde para que se
prolonguem os teus dias na terra, que o Senhor, Teu Deus, Te da.” Muitas veges durante o meu
periodo de crescimento e desenvolvimento, fui desobediente, ivado, porvém sem saber a real
importancia de vocés na minha vida. Hoje, adulto, e tendo uma crianca aos meus cuidados,
entendo por tudo o que passaram. Meu pai, ja senti muito e continuo sentindo a sua falta, mas
um dia nos reencontraremos, pertinho do Nosso Pai Celestial, para contemplarmos a vida eterna.
Minha mde, o quanto vocé foi forte e firme conosco, até porque ndo é facil cutdar e NUNCA
deixar faltar nada parva 03 filhos... nem em relagdo aos bens materiais, de consumos bdsicos, mas
prencipalmente, amor e educagdo. Obrigado minha guerveiva. Eu te amo demais, e sou grato

eternamente por té-la como made.



Aos meus irmaos, Paulo Eduardo e Flavio Augusto

Obrigado meus trmdos pela parceria de sempre, por estarmos juntos em momentos alegres e nos
dificeis... mesmo em varios momentos de discussdo e brigas ditas “normais” entre irmdos, os
nossos lagos de sangue ndo se rompem. Perdemos nosso pat muito cedo, mas isso ndo foi motivo
para que desperdigassemos a oportunidade de buscar educacdo, sermos corretos e tragar os
caminhos que o Senhor nos apresentou, com o suporte inesttmavel da nossa mde. Gragas a Deus,

todos encaminhados como nossa mde gosta de diger. Amo vocés!!!

A minha familia, Licia — minha companheira de vida e ao Joaquim —

meu maior tesouro

Vocés sdo o meu tudo, o que eu tenho de mais precioso nessa vida! Obrigado meu amor por todo
o suporte desde a época do segundo ano do meu mestrado até este momento que eu finaligo o
meu doutorado... tenho certeza de que sem o seu apoio e incentivo ndo conseguivia. Minha
companheira em todos os momentos, que me deu o meu maior tesouro, nosso filho Joaquim! Que
Deus continue nos abengoando e derramando Glorias em nossas vidas para que sigamos no
caminho da retiddo e da integridade. Obrigado por me ajudar a educar Joaquim com principios
que Jesus nos ensinou na sua passagem terrena, dando-nos saude e disposicdo para que

realigemos o nosso proposito. Amo vocés com todas as minhas forgas.

Aos meus avds maternos, Julio e Rosete

Além de avos, sdo os meus padrinhos de batismo. Pessoas que admiro muito e que sdo meus
segundos pais neste mundo. Muito obrigado pelos ensinamentos que ndo estdo presentes nos
livros, mas dqueles que aprendemos com a vida. Exemplos de serves humanos, pacatos, tranquilos

e serenos, que transmitem amor e carinho na medida certa. Amo vocés!
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Oliveira JCS. Avaliacdo da membrana de colageno de peixe na regeneragdo Ossea guiada:
estudo histologico, histomorfométrico, imunoistoquimico, micro tomografico em calotas de

ratos [tese]. Aragatuba: Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista; 2022.
RESUMO

O processo de regeneracdo Ossea guiada ¢ amplamente conhecido na literatura, e para que essa
técnica possa ser realizada com sucesso a escolha da barreira bioldgica no tocante ao seu tempo
de degradacdo e sua reagdo tecidual ¢ de fundamental importancia. Assim, o objetivo deste
estudo foi avaliar o processo de reparo de defeitos 6sseos criticos em calotas de ratos, utilizando
o principio de osteopromo¢dao, comparando a membrana teste de coldgeno de peixe
funcionalizando com hidroxiapatita com as membrana de coldgeno bovino associada a
hidroxiapatita ¢ a membrana de colageno porcino. Para o estudo foram utilizados 96 ratos
Albinus Wistar, divididos em quatro grupos, sendo 24 animais para cada grupo: Grupos BG
(BioGide®); CB (ColHap®); CP (colageno de peixe) e CG (Coagulo) analisados em quatro
tempos experimentais, 7, 15, 30 e 60 dias. Os resultados mostraram um perfil inflamatorio
maior no grupo CP em relagdo aos grupos BG e CB (p<0,05) nos primeiros 15 dias. O grupo
CP, aos 60 dias apresentou um bom potencial osteopromotor ao compara-lo com o grupo BG
(p = 0,199)e o grupo CB demonstrou o menor desempenho osteopromotor. Na analise
tridimensional, os resultados anteriores foram confirmados com o pior desempenho em relagao
a menor média detecido 6sseo neoformado para o grupo CP de 9,560mm?, CB com 11,850mm?
e BG 14,247mm? (p<0,05). Conclui-se que as membranas aqui estudadas tiveram um bom
comportamento bioldgico, e todas auxiliaram no processo de regeneragdo o0ssea guiada e que a

membrana de coldgeno de peixe teve um bom desempenho na osteopromogado dssea.

Palavras-chave: Membranas. Regeneragao ossea. Implantes dentarios



Oliveira JCS. Avaliacdo da membrana de colageno de peixe na regeneracdo Ossea guiada.
estudo histologico, histomorfométrico, imunoistoquimico, micro tomografico em calotas de

ratos [tese]. Aragatuba: Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista; 2022.
ABSTRACT

Guided bone regeneration is a widely described alveolar ridge augmentation technique that has
been shown to produce excellent and reproducible results with high long-term success rates in
several studies. Thus, this study aimed to evaluate the bone repair of critical size defects
calavaria using an osteopromotive principle the fish collagen membrane functionalized with
hydroxyapatite compare to collagen membrane associated with hydroxyapatite and porcine
membrane. For the study, 96 Albinus Wistar rats were used, divided into four groups, with 24
animals for each group: Groups BG (BioGide®); CB (ColHap®); CP (fish collagen) and CG
(clot) analyzed in four experimental times, 7, 15, 30 and 60 days. The results showed a higher
inflammatory profile in the CP group compared to the BG and CB groups (p<0.05) in the first
15 days after the surgery. The CP group, at 60 days, showed a good osteopromotor potential
when compared with the BG group (p = 0.199) and the CB group showed the smaller
osteopromotor performance. In the three-dimensional analysis, the previous results were
confirmed with the worst performance in relation to the lowest mean of neoformed bone tissue
for the CP group of 9.56mm?, CB with 11.85mm? and BG 14.247mm? (p<0.05). In conclusion
with the results obtained by this work, the membranes studied here had a good biological
behavior, and all of them helped in the guided bone regeneration process and the fish collagen

membrane performed well in bone osteopromotion.

Keywords: Membranes. Bone regeneration. Dental implants



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Procedimento cirtrgico experimental, realizado apo6s a antissepsia da
regido. A: tricotomia realizada e incisdo em V no sentido occipto-frontal; B:
calvéria exposta apds descolamento total do retalho; C: posicionamento da trefina
para confec¢do do defeito de 8mm e D: defeito critico de 8 mm realizado
preservando a dura-mater.

Figura 2. A: Membrana de coldgeno porcino BioGide® adaptada sobre o defeito
6sseo; B: membrana de coldgeno bovino associada a hidroxiapatita Col. Hap91®
adaptada sobre o defeito 6sseo; e C: membrana de coldgeno de peixe associado
a hidroxiapatita adaptada sobre o defeito dsseo.

Figura 3. Corte longitudinal obedecendo a margem de seguranga ao redor de todo
o defeito, separando-o ao meio para inclusao em parafina.

Figura 4. Cortes representativos de 6 um de espessura de cada bloco deparafina
j& montados em laminas.

Figura 5. A esquerda, software ImageJ utilizado para tracado de grade. A direita,
grade histométrica de130 pontos aplicada sobre a fotomicrografia histologica em
um aumento da objetiva de 100x.

Figura 6. A esquerda, software Image] utilizado para contagem celular. A direita,
cada célula (bolas amarelas) que toca a intersec¢do das linhas com as colunas
contam uma célula, e cada conjunto de vasos sanguineos (bolas vermelhas)
representam a neovascularizagao.

Figura 7. Software Imagel utilizado para calibragem da ferramenta régua na
magnificacdo de escolha para ser realizada a histometria. Na imagem a
calibragem foi realizada em uma régua na magnificacdo de 6,3x, a unidade de
medida foi escolhida em pm.

Figura 8. Software ImagelJ utilizado para calibragem da medida a ser realizada.
Foi escolhido a opgdode mediar a Area total demarcada pela ferramenta
poligono.

Figura 9. Representacdo do uso da ferramenta poligono no software ImagelJ para
amedida da estruturade interesse. Na imagem observamos a delimita¢cdo de uma

area na qual foi observada a presenca de tecido 6sseo neoformado (um).
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Figura 10. Representacdo do uso do Software NRecon (Skyscan, Bruker,
Kontich, Belgium), utilizado para a reconstru¢do 3D das aquisi¢des realizadas
no Micro-tomografo. Na imagem as linhas vermelhasdelimitam a area a ser
reconstruida e a linha verde indica o centro da regido de interesse.

Figura 11. Iustrag@o do uso do software DataViewer (Skyscan, Bruker, Kontich,
Belgium), para a determinacdo do VOI. Ap6s delimitado em uma imagem, o VOI
¢ reproduzido igualmente para todas as outras imagens.

Figura 12. Representa¢do do ROI utilizando o software CT-Analyzer (Skyscan,
Bruker, Kontich, Belgium). Apos a delimitagdo das camadas a serem analisados,
a forma arredondada do ROI ¢ escolhidae adaptada para o tamanho da amostra.
Figura 13. Representagdo da escala de cinza utilizada (242-105) no software CT-
Analyzer (Skyscan, Bruker, Kontich, Belgium) para indicar a diferenga entre
osso cortical e trabecular.

Figura 14. Conversao das camadas escolhidas para a escala de cinza no software
CT-Analyzer (Skyscan,Bruker, Kontich, Belgium) para o célculo dos parametros
tridimensionais em mm.

Figura 15. Reconstrugdes panoramicas das fotomicrografias dos grupos BG, CP,
CB e GC em todos os periodos experimentais de 7, 15, 30 e 60 dias em um
aumento de6,3x. O defeito critico de 8 mm de didmetro externo, esta delimitado
pelo[ ] e indicado pelo simbolo +, os * amarelos indicam o local dos cotos dsseos
Figura 16. Fotomicrografias da regido do centro do defeito do grupo CP aos 7
dias de reparo 6sseo nas magnificacdes de 12,5x e 25x. Na regido cnetral nota-
se a presenga de um tecido conjuntivo (TC) com bastante diferenciagdo celular e
a membrana (M) integra.

Figura 17. Fotomicrografias da regido do centro do defeito do grupo CP aos 15
dias de reparo 6sseo nas magnificagdes de 12,5x e a tlltima em 25x. Observamos
tecido 6sseo neoformado (TON) do coto em dire¢do a regido central, com
mudanga de dire¢@o das fibras e na imagem de maior aumento, notamos grandes

vasos sanguineos com células gigantes (V).
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Figura 18. Fotomicrografias da regido do centro do defeito do grupo CP aos 30
dias de reparo 6sseo nas magnificagdes de 6,3x nas duas primeiras e 12,5x nas
duas ultimas. Observamos tecido 6sseo neoformado (TON) associado a areas de
tecido ostedide e fragmentos de membrana (M) em processo de degradacao.
Figura 19. Fotomicrografias da regido do centro do defeito do grupo CP aos 30
dias de reparo Osseo nas magnificagdes de 6,3x. Observamos tecido 0Osseo
neoformado (TON) associado a areas de tecido ostedide e ainda resquicios de
fragmentos de membrana (M) com algumas &reas entremeadas de tecido
conjuntivo maduro.

Figura 20. Fotomicrografias da regido do centro do defeito do grupo CB aos 07
dias de reparo Osseo nas magnificagdes de 40x. Observamos granulos de
hidroxiapatita no centro do defeito (H) e presenca de células gigantes (seta) na
imagem ao lado.

Figura 21. Fotomicrografias da regido do centro do defeito do grupo CB aos 15
dias de reparo Osseo nas magnificagdes de 12,5x na primeira imagem
evidenciando a integridade da membrana (M). Na segunda imagem com
magnificacdo de 40x, notamos ilhas dsseas.

Figura 22. Fotomicrografias do defeito do grupo CB aos 30 dias de reparo 6sseo
nas magnificacdes de 6,5x nas duas imagens, mostrando maior neoformagao
6ssea (TON) e presenca ainda de particulas de hidroxiapatita.

Figura 23. Fotomicrografias do defeito do grupo CB aos 60 dias de reparo 6sseo
nas magnificacdes de 12,5x nas duas primeiras imagens, demonstrando
fechamento do defeito e outro espécime com presenga de tecido conjuntivo (sem
fechamento total). Na ultima imagem, com aumento de 25x, presenca de granulos
de hidroxiapatita no final do processo de reparo dsseo.

Figura 24. Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do
grupo BG aos 7 dias de reparo 6sseo nas magnificagdes de 12,5x e 40x. Na regido
do coto (C) nota-se a presenga de um tecido conjuntivo (TC) e a membrana (M)
integra, envolvendo as duas partes. No centro do defeito, nota-se a nitidamente a

presenga da membrana (M) e um tecido conjuntivo (TC) bem celularizado.
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Figura 25. Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do
grupo BG aos 15 dias dereparo 6sseo nas magnificacdes de 12,5x e 40x. Proximo
aos cotos (CO), nota-se a area de tecido 6sseoneoformado (TON) envolto por
tecido conjuntivo (TC) altamente vascularizado (V). No centro do defeito a
membrana (M) aparece de maneira integra evolvendo todo o defeito.

Figura 26. Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do
grupo BG aos 30 dias dereparo 6sseo nas magnificagdes de 12,5x e 40x. Na
regido do coto dsseo, nota-se a presenga de area de tecido dsseo neoformado
(TON) envolta por grandes vasos sanguineos (V). No centro do defeito, area de
tecido 6sseo neoformado (TON) aparece envolta por tecido conjuntivo (TC).
Figura 27. Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do
grupo BG aos 60 dias dereparo 6sseo nas magnificacdes de 12,5x e 40x. O coto
6sseo (C) ja se confunde com a area total de tecido 6sseo neoformado (TON),
sendo possivel observar grandes vasos sanguineos (V) e o tecido 6sseoativo pela
presenga de ostedcitos viaveis. No centro do defeito, grande area de tecido dsseo
neoformado(TON) ¢ visualizada, garantindo quase o fechamento total do defeito.
Figura 28. Fotomicrografias da regido do centro do defeito do grupo GC aos 7
dias de reparo 6sseo nasmagnificacdes de 12,5x e 40x. Um grande tecido de
granulacdo (TG), e a presenca de vasos sanguineos(V), sdo observados.

Figura 29. Fotomicrografias da regido do centro do defeito do grupo GC aos 15
dias de reparo Osseo nas magnificagdes de 12,5x e 40x. Nota-se um tecido
conjuntivo (TC) levemente vascularizado, vasos sanguineos (V) distribuidos
pelo defeito e pequenas areas de tecido 6sseo neoformado (TON).

Figura 30. Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do
grupo GC aos 30 dias de reparo 6sseo nas magnificagdes de 12,5x e 40x. Tecido
conjuntivo (TC) mais organizado com pequenas areas de tecido Osseo
neoformado (TON) envolvidas por grandes aglomerados celulares (células

osteoprogenitoras).
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Figura 31. Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do
grupo GC aos 60 dias dereparo 6sseo nas magnificacdes de 12,5x e 40x. Tecido
conjuntivo organizado (TC), areas de tecido oOsseo neoformado (TON),
espalhadas pelo defeito e grandes vasos sanguineos (V), proximos a areas de
neoformacgao oOssea.

Figura 32. Gréafico demonstrando as comparagdes das médias e desvio padrao
intra e inter grupos para a analise de células inflamatorias (linfocitos) no periodo
de 7 e 15 dias. As letras minusculas representam as diferengas estatisticas
significantes inter grupos para o periodo de 15 dias, o * demonstra se houve
diferenca estatistica significante intra grupo no periodo de 7 para 15 dias. Nas
fotomicrografias ao lado realizadas em uma magnificacdo de 100x, as setas
amarelas () indicam as células (linfécitos) e os * os vasos sanguineos.

Figura 33. Grafico demonstrando as comparagdes das médias e desvio padrao
intra e inter grupos para a andlise da quantidade de vasos sanguineos no periodo
de 7 e 15 dias. As letras minusculas demonstramdiferenca estatistica significante
para o periodo de 15 dias, ndo houve diferenca estatistica para o periodo de 7 dias.
O * demonstra se houve diferencga estatistica significante intra grupo no periodo
de 7 para 15 dias. Nas fotomicrografias ao lado realizadas em uma magnificagao

de 100x, as setas amarelas ( ) indicam as células (linfocitos) e os * os vasos

sanguineos.

Figura 34. Grafico comparativo das médias e desvio padrdo da area de osso
neoformado de todos os grupos (BG, CP, CB e CG) para os tempos
experimentais de 7,15,30 e 60 dias. As letras mintisculas demonstram diferenca
estatistica significante inter grupos para os tempos de 30 e 60 dias, nos periodos
de 7 e 15 dias, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos analisados.
Figura 35. Graficos demonstrando a média e o desvio padrio do (A)BV,
(B)BV/TV, (C)Tb.th, (D)Tb.Sp,(E)Tb.n, (F)Po.tot no periodo de 60 dias para os
grupos BG, CP e CB. As diferencas estatisticas significantes entre os grupos
estdo representadas pelas letras mintisculas diferentes (a, b, c).

Figura 36. Reconstrucdo axial do defeito critico na calota dos animais apds 60 dias
de reparo Osseo, paraos grupos BG, CB, e CP. Nota-se a maior area de
neoformacado 6ssea para o grupo BG, acompanhado dogrupo CB (com presenga

de granulos de hidroxiapatita) e por tltimo o grupo CP.
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Figura 37. Fotomicrografias dos grupos BG, CP e CB, durante os periodos de
reparo 0sseo nas magnificagdes de 12,5x e 40x, evidenciando as
imunomarcagdes de osteopontina (setas amarelas).

Figura 38. Fotomicrografias dos grupos BG, CP e CB, durante os periodos de
reparo 0sseo nas magnificagdes de 12,5x e 40x, evidenciando as

imunomarcagdes de osteocalcina (setas amarelas).

56

57



LISTA DE ABREVIATURAS

% porcento

pm microlitro

pum micrometro

3D tridimensional

AON area do osso neoformado

BG Bio-gide®

BV volume 6sseo

BV/TV porcentagem de volume dsseo
CB colageno bovino

CG coagulo

CP colageno peixe

EDTA acido etilenodiaminotetracético
e-PTFE politetrafluoretileno expandido
g grama

h horas

hAMSC célula tronco mesenquimal

HE hematoxicilina e eosina

kg quilograma

ml mililitro

ml/kg militro por quilograma

mm milimetro

mm?® milimetro clibico

°C graus Celsius

oC osteocalcina

OP osteocalcina

Po.tot porcentagem da porosidade ossea total
PTFE politetrafluoretileno

ROI regido de interesse

Tb.N numero de trabéculas 6sseas
Tb.S separagdo do trabeculado
Tb.th espessura do trabeculado 6sseo

Ul unidade internacional



VOI volume de interesse
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1 INTRODUCAO®

A regeneracdo Ossea guiada ¢ uma técnica de aumento do rebordo alveolar amplamente
descrita que demonstrou produzir resultados excelentes e reprodutiveis com altas taxas de
sucesso a longo prazo em diversos estudos [1-3]. A partir da criagdo de um espago, € por meio
do uso de membranas que tem a fun¢ao de barreira, tem-se a preservagao do coadgulo sanguineo,
prevenindo a invasdo de tecidos moles — tecido conjuntivo fibroso e promovendo a

neoformacado 6ssea na regido [4-6].

Esse conceito que auxilia um ganho de volume 6sseo para a possibilidade de reabilitacao
bucal por meio da instalagdo de implantes osseointegraveis e posterior confeccdo de proteses
tem sido usado por mais de 40 anos, sendo principais indicagdes do uso de membranas
bioldgicas: corre¢do de rebordos edéntulos ou defeitos residuais [7], alvéolos pds exodontias

[8], deiscéncias e fenestragdes apos a instalacao de implantes mediatos e imediatos [9].

Existem basicamente dois grandes grupos de membranas: ndo absorviveis (PTFE -
politetrafluoretileno e e-PTFE - politetrafluoretileno expandido) e absorviveis (polimeros
naturais - a base de colageno e os poliésteres sintéticos alifaticos), sendo que algumas
caracteristicas devem ser levadas em consideragdo no momento da escolha da membrana, tais
como: biocompatibilidade, porosidade celular, capacidade de criar espaco, integracdo tecidual,
“degradabilidade”, propriedades mecanicas e caracteristicas de manuseio [10-12]. A principal
vantagem das membranas absorviveis ¢ justamente o fato de ndo haver necessidade de um
segundo tempo cirtirgico para a remog¢ao, por isso a maior parte das pesquisas tem focado no

desenvolvimento desse tipo de material [13-14].

Atualmente, as membranas degradaveis mais utilizadas sdo as de coldgeno ou de
poliglicolideo e/ou polilactideo ou copolimeros dos mesmos [15]. O colageno ¢ o principal
componente da matriz extracelular com propriedades bioldgicas desejaveis e baixa
antigenicidade [16]. Os colagenos sdo uma familia de diferentes tipos de proteinas estruturais
encontradas em muitos tecidos humanos, como pele, vasos sanguineos e ossos. O colageno
pode ser sintetizado por muitas células especializadas no corpo humano, dependendo da
localizagdo; os fibroblastos sdo responsaveis pela produgdo de colageno no tecido conjuntivo
enquanto os osteoblastos pelo osso [11-17]. Nesse sentido, a mais utilizada e tida como

referéncia no mercado é derivada da derme de suinos e ndo reticulada comercialmente

* Normalizagio segundo o periddico Membranes (Anexo B)
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conhecida como Bio-Gide® (Geistlich) porém apresenta custo elevado o que muitas vezes
inviabiliza o seu uso, além de apresentar um processo de degradacao rapido. [18-19], no tocante

a grandes reconstrugdes tridimensionais.

Assim, a industria tem se esforgado para testar e oferecer outras op¢des de membranas
com potencial de agdo semelhante ou melhor que a Bio-Gide® (Geistlich), também derivada
de colageno; dentre elas as feitas de coldgeno bovino e colageno de peixe. O colageno bovino
embora mais comum ainda ndo tem muitas referéncias de pesquisas que validem sua utiliza¢ao
na fabricagdo de membranas, e o coldgeno de peixe ¢ uma nova fonte de obtengdo de produto
[14]. Em suma, tem havido interesse em fontes de coldgeno ndo mamifero, principalmente em
coldgeno de peixes, como o de tubardo e salmdo, pois ¢ conhecido por ter baixo risco de

transmissdo de doengas infecciosas para humanos do que o colageno bovino [20-21].

Nos ultimos anos, o uso de colageno de peixe como um biomaterial cada vez mais
valioso tem chamado considerdvel atencdo de pesquisadores biomédicos, devido as suas
propriedades  fisico-quimicas aprimoradas, estabilidade e resisténcia mecanica,
biocompatibilidade e biodegradabilidade. O colageno de peixe ¢ um polimero natural
biocompativel que tem uma boa fun¢do de promover a formagao de novos tecidos. Colageno
de varios tipos de peixes tem sido proposto para uso como membrana em regeneracao Ossea

guiada [22].

Baseado nesses principios, surge uma alternativa na regeneracdo ossea guiada com a
possibilidade de utilizacdo da membrana de colageno extraido do peixe. Um trabalho inicial ja
foi realizadoi quanto aos testes de citoxicidade com o coldgeno de peixe o qual possui
biocompatibilidade e ndo apresentou nenhum efeito citotdxico para cultura celular de hAMSC
[23]. Tendo em vista estas caracteristicas promissoras do colageno de peixe, faz-se pertinente

um estudo para avaliar o potencial desse tipo de membrana na regeneragdo Ossea guiada.
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2 OBJETIVO

Avaliar o processo de reparo de defeitos 6sseos criticos em calotas de ratos, comparando
a membrana porcina, membrana de coldgeno bovino associada a hidroxiapatita e a membrana
de colageno de peixe associada a hidroxiapatita, por meio de estudo histomorfométrico,

imunoistoquimico e micro tomografico.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Etica e desenho do estudo

Para a realizacdo dessa pesquisa, foi realizado um estudo in vivo, comparativo, cego e
randomizado, sendo submetido e aprovado pelo Comité de Etica no uso Animal (CEUA) da
Faculdade de Odontologia de Aragatuba — UNESP, com o processo FOA #0100-2021. O
protocolo de manuseio dos animas em pesquisas experimentais baseou-se nas normas
preconizadas pelo “Guide to the care and use of experimental animal” [24] além das diretrizes

da Arrive Guidelines [25]. (ANEXO A)

3.2 Composicao da amostra

Um total de 96 ratos (Rattus norvegicus, Wistar) foram utilizados nesta pesquisa,
machos, adultos (3 a 4 meses), com aproximadamente 200g a 300g, os quais foram divididos
em 4 grupos (n = 6 por grupo), submetidos a eutandsia em quatro momentos do experimento,
aos 7, 15, 30 e 60 dias ap0s a cirurgia. Estes animais foram mantidos em gaiolas, e alimentados
com ragdo balanceada (NUVILAB, Curitiba PR, Brazil) contendo 1.4% Ca e 0.8% P e dgua ad
libitum no Biotério da Faculdade de Odontologia do Campus de Aracatuba— UNESP.

Sendo assim, em cada animal foi realizado um defeito 6sseo critico na calvaria (8 mm),

conforme a divisdo a seguir:

- Grupo colageno de peixe associada a hidroxiapatita - CP (Grupo Experimental 1) — n=24
em que o defeito dsseo critico foi preenchido com coagulo sanguineo e sobre o defeito foi

colocada uma membrana de coldgeno hidroxiapatita de peixe.

- Grupo coliageno bovino associada a hidroxiapatita - CB (Col.Hap91® - Grupo Controle
Positivo 1) — n=24 em que o defeito dsseo critico foi preenchido com coagulo sanguineo e

sobre o defeito colocado uma membrana de coldgeno hidroxiapatita bovina.

- Grupo colageno porcino - BG (Bio-Gide®, Controle Positivo 2) — n=24 em que o defeito
Osseo critico sera preenchido com codgulo sanguineo e sobre o defeito colocado uma membrana

de coldgeno porcino.
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- Grupo coagulo — GC (Controle Negativo) — n=24 em que o defeito dsseo critico foi

preenchido com codgulo sanguineo sem o recobrimento do defeito.

E importante ressaltar que acrescentamos o grupo de colageno bovino associada a
hidroxiapatita para que pudéssemos comparar o desempenho do grupo experimental 1 visto que
ambos sdo membranas associadas com hidroxiapatita, que permite a membrana ser mais

resistente em termos mecanicos além de aumentar o tempo de degradacao dela.

3.3 Fase cirurgica

Os animais foram mantidos em jejum pré-operatorio de doze horas e submetidos a
sedacdo por meio da administragdo via intramuscular, com cloridrato de ketamina (Francotar —
Vibrac do Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil) associado a xilazina (Rompum — Bayer AS — Saude
Animal, Sao Paulo, Brasil), na dosagem de 50 a 70 mg/Kg e 5 a 10mg/Kg, respectivamente.
Um rigoroso protocolo asséptico foi adotado, incluindo a esterilizagdo do instrumental
utilizado, delimitacdo da area a ser operada com campos estéreis, uso de aventais e luvas
cirurgicas estéreis. Todos os procedimentos cirtirgicos foram realizados na sala cirurgica do
Biotério da Faculdade de Odontologia de Aragatuba — UNESP. Em seguida foi realizada a
tricotomia na regido da calvaria, antissepsia com polivinil pirrolidona iodo degermante (PVPI
10%, Riodeine Degermante, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto), associado ao PVPI topico

(PVPI 10%, Riodeine, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto) e aposicdo de campos estéreis.

Uma incisdo em forma de V foi realizada no sentido occipito-frontal de
aproximadamente 2 (dois) cm, com lamina n° 15 (Feather Industries Ltda, Tokyo, Japao)
montada em cabo de bisturi n°® 3 (Hu-Friedy, Alemanha) (Figura 1A) e o descolamento total do
retalho com descolador tipo Molt (Hu-Friedy, Alemanha) (Figura 1B). Em seguida com auxilio
de broca trefina de 7mm de didmetro interno (31 Implant innovations, Inc., Palm Beach Gardens,
EUA) acoplada em baixa-rotagao sob irriga¢ao abundante com solugdo de cloreto de s6dio 0,9%
(Darrow, Rio de Janeiro, Brasil), foi confeccionado um defeito cirurgico critico de 8§ mm de
didmetro(26), na porcdo central da calvaria envolvendo a sutura sagital, mantendo-se a

integridade da dura-mater (Figuras 1C e D).
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Figura 1. Procedimento cirtirgico experimental, realizado apos a antissepsia da regido. A: tricotomia realizada
e incisdo em V no sentido occipto-frontal; B: calvaria exposta apds descolamento total do retalho; C:
posicionamento da trefina para confec¢do do defeito de 8mm e D: defeito critico de 8 mm realizado preservando a

dura-mater.

De acordo com os tratamentos propostos os defeitos foram preenchidos somente com
coagulo sanguineo e os demais grupos preenchidos com coagulo sanguineo e sobre o defeito
colocado uma membrana de coldgeno porcino (Grupo Bio-Gide® — n=24), ou com uma
membrana de colageno bovino associada a hidroxiapatita (Grupo Col.Hap91® - n=24) ou com

a membrana de colageno de peixe associada a hidroxiapatita (CHP — n=24) (Figura 2).

Figura 2. A: Membrana de coldgeno porcino BioGide® adaptada sobre o defeito 6sseo; B: membrana de
colageno bovino associada a hidroxiapatita Col.Hap91® adaptada sobre o defeito 6sseo; e C: membrana de

coldgeno de peixe associado a hidroxiapatita adaptada sobre o defeito 6sseo.

Finalizando o procedimento, os tecidos moles foram cuidadosamente reposicionados e
suturados em planos empregando-se fio reabsorvivel (acido polilatico — Vyecril 4.0, Ethicon,

Johnson Prod., Sao José dos Campos, Brasil) no plano profundo e fio monofilamentar (Nylon



28

5.0, Mononylon, Ethicon, Johnson Prod., Sdo José dos Campos, Brasil) com pontos

interrompidos no plano mais externo.

No pos-operatorio imediato cada animal recebeu uma dose Unica intramuscular de
0,Img/ml de Penicilina G-benzatina (Pentabidtico Veterinario Pequeno Porte, Fort Dodge
Satde Animal Ltda., Campinas, SP). Os animais foram mantidos em gaiolas individuais durante

todo o experimento com ragdo e dgua ad libitum.

3.4 Processamento histotécnico e micro-tc

As calotas cranianas dos ratos, obtidas nos tempos preconizados de 07, 15, 30 e 60 dias,
foram removidas e fixadas em solu¢do de formaldeido 10% durante 48 horas, lavadas em agua
corrente por 24 horas, descalcificadas em EDTA 20% por 05 semanas, desidratadas em
sequéncia de alcoois e diafanizadas. Posteriormente, as calvarias foram cortadas ao meio no
sentido longitudinal, separando o defeito 6sseo (Figura 3). As pecas obtidas foram incluidas em
parafina, e cortadas em cortes semiseriados de 6um de espessura (Figura 4). De cada pega, 10
laminas foram obtidas, as quais foram destinadas a coloragdo de hematoxilina & eosina (HE)
para a confeccdo das andlises histologicas e histomorfométricas. Apenas no periodo de
eutanasia de 60 dias, as pecas foram mantidas em alcool 70%, apds serem fixadas em
formaldeido 10% durante 48 horas e lavadas em agua corrente por 24 horas. Foram analisadas
no sistema de micro-tc Skyscan 1174 (Bruker, Kontich, Belgium) e, posteriormente, tratadas

da mesma maneira que as outras pegas, obtendo-se as ldminas com a coloracao HE.

Figura 3. Corte longitudinal obedecendo a margem de seguranga ao redor de todo o defeito, separando-o ao meio

para inclusdo em parafina.
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Figura 4. Cortes representativos de 6 um de espessura de cada bloco de parafina ja montados em laminas.

3.5 Analises histoldgica e histomorfométrica

Apds a obtencdo das laminas, estas foram avaliadas histologicamente quanto a
capacidade de neoformacdo Ossea, presenca de infiltrado inflamatdrio, formagdo de tecido
conjuntivo, absor¢ao e/ou manutencao dos materiais estudados. As amostras foram codificadas
de maneira que somente a orientadora sabia a quais grupos pertenciam. Um tnico examinador

realizou as analises.

A partir dos cortes semiseriados em cada periodo de eutandsia serem coradas com HE
(Merck & Co., Inc.), as mensuragdes foram realizadas utilizando um microscopio Optico
(LeicaR DMLB, Heerbrugg, Switzerland) acoplado a uma camera de captacdo de imagem
(LeicaR DC 300F microsystems Itd, Heerbrugg, Switzerland) e conectado a um
microcomputador Pentium III com um software analisador de imagens digitalizadas ImageLab
2000 (Software de Processamento e Andlise de Imagens, Ontario, Canada). As imagens
digitalizadas foram gravadas em arquivos JPEG para serem posteriormente analisadas e foram

projetadas na tela de um monitor Samsung (SyncMaster 3Ne, 15 polegadas).

O perfil inflamatério das membranas foi realizado a partir da quantificacdo de células
inflamatorias (com énfase em linfocitos) e vasos sanguineos. Para isso, foram realizadas
fotomicrografias em um aumento de 100x, das quais 3 imagens eram realizadas por sec¢ao
histoldgica: a primeira, ao centro do defeito; a segunda, a direita; e a terceira, a esquerda; sendo
que 2 seccdes histologicas por animal foram escolhidas das amostras obtidas nos tempos
experimentais de 7 e 15 dias para os grupos CHP, Col.Hap.91® e Bio-Gide®, totalizando 72
imagens. ApoOs a obtencdo das imagens, no software Image J, uma grade contendo 130 pontos
foi inserida em cada imagem, e cada célula com caracteristica linfocitaria (mononucleares) que
tocasse o ponto era contada; para os vasos sanguineos, o conjunto de pontos inseridos dentro

do mesmo vaso era quantificado (Figuras 5 e 6).
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Figura 5. A esquerda, software Image] utilizado para tragado de gade A 1relta grade hlstometrlc de 130

pontos aplicada sobre a fotomicrografia histolégica em um aumento da objetiva de 100x.
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Figura 6. A esquerda, software Image] utilizado para contagem celular. A dlrelta cada célula (bolas amarelas)
que toca a intersec¢@o das linhas com as colunas contam uma célula, e cada conjunto de vasossanguineos (bolas

vermelhas) representam a neovascularizagao.

A quantidade de osso neoformado foi quantificada a partir da reconstru¢do panoramica
das secgdes histoldgicas em um aumento de 6.3x. Com o software ImagelJ, a ferramenta régua
foi utilizada para a calibragem de acordo com a magnificacdo escolhida para a histometria. A
distancia conhecida, calibrada em 1 e a unidade de medida em micrometros (um) (Figura 7).
Apos a calibragem da régua, a ferramenta poligono ¢ utilizada e habilitada para contagem da
area apds a imagem estar aberta no software (Figura 8). Com a imagem aberta, a ferramenta do
poligono ¢ executada, delimitando a area a ser contata, os resultados sdo salvos e somados ao
final do processo, representando a quantidade de neoformagdo oOssea (Figura 9).

Fotomicrografias foram realizadas proximas ao coto 6sseo e no centro do defeito em um
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aumento de 40x. Para isso, no software ImagelJ, utilizando a ferramenta Poligono, a area de

osso neoformado foi dimensionada para todos os grupos em todos os periodos experimentais.
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Figura 8. Software ImageJ utilizado para calibragem da medida a ser realizada. Foi escolhido a opgao de

mediar a Area total demarcada pela ferramenta poligono.

¢ Image) _ X
File EgEdit Image Process Analyze Plugins Window Help
QO o|~|4[s4|N Al ol Qo 4]e]#] | |»

*y
& T

Measure: 0.151 seconds, 148.8 million pixels/second

¢ Panorama_Sem.. — [m] X
36.58x91.35 Um (3000x7491); RGB; 86MB

¢ Results

File Edit Font Results
[area [mean |

1 159.195 92.185

32

Figura 9. Representagdo do uso da ferramenta poligono no software ImageJ para a medida da estrutura de

interesse. Na imagem observamos a delimitagdo de uma area na qual foi observada a presenga de tecido dsseo

neoformado (pum).

3.6 Analise por micro-tc

Ap6s a fixacdo das calvérias em formaldeido 10% durante 48 horas, lavadas em agua

corrente por 24 horas, os espécimes obtidos no periodo de eutandsia de 60 dias, foram mantidos

em alcool 70%, e submetidos a avaliagdo em micro-tomodgrafo computadorizado Skyscan 1174

(Bruker, Kontich, Belgium). Os parametros utilizados foram: tamanho do pixel 11,87 pm, 50

kVp, filtro de 0,5mm de aluminio, rotacao 0.6° e rotagdo do arco de 180°.
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PO Zoom 6465%

Figura 10. Representagdo do uso do Software NRecon (Skyscan, Bruker, Kontich, Belgium), utilizado para a
reconstrucao 3D das aquisi¢des realizadas no Micro-tomdgrafo. Na imagem as linhas vermelhas delimitam a

area a ser reconstruida e a linha verde indica o centro da regido de interesse.

Apo6s a digitalizacdo, as imagens obtidas foram importadas para o NRecon
Reconstruction Software (Skyscan, Bruker, Kontich, Belgium) para a reconstru¢ao
tridimensional (3D) das calvarias na escala de cinza, na qual as linhas vermelhas delimitam a
area a ser reconstruida e a linha verde o centro da regido de interesse (Figura 10). Apds a
obtencao das imagens em 3D, o Software DataViewer (Skyscan, Bruker, Kontich, Belgium) foi
utilizado para a determinacdo do volume de interesse (VOI), que foi padronizado para todas as

imagens, sendo que todos foram salvos em uma visao coronal (Figura 11).
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Figura 11. Tlustragdo do uso do software DataViewer (Skyscan, Bruker, Kontich, Belgium), para a determinagao

do VOI. Ap6s delimitado em uma imagem, o VOI ¢é reproduzido igualmente para todas as outras imagens.

Os cortes obtidos foram importados para o Software CT-Analyzer (Skyscan, Bruker,
Kontich, Belgium). Nas imagens obtidas, foram avaliados parametros morfométricos como
volume 6sseo (BV), porcentagem de volume 6sseo (BV/TV), e espessura do trabeculado 6sseo
(Tb.th), nimero de trabéculas 6sseas (Tb.N), separacao do trabeculado (Tb.Sp) e porcentagem
da porosidade Ossea total (Po.tot) (Skyscan, Bruker, Kontich, Belgium). Para a determinagao
da regido de interesse (ROI) foi utilizada a ferramenta Round devido a morfologia arredondada
dos defeitos, sendo essa também padronizada para todas as reconstrugdes (9,74x9,74) (Figura
12). Logo ap6s, foi utilizado um limite da escala de cinza de 105 a 242 em um intervalo de 100
camadas (Figura 13). As imagens foram entdo convertidas para a escala de cinza para o célculo
dos parametros tridimensionais em milimetros (mm), realizado pelo préprio software (Figura

14).
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Figura 12. Representagdo do ROI utilizando o software CT-Analyzer (Skyscan, Bruker, Kontich, Belgium).
Ap0s a delimitag@o das camadas a serem analisados, a forma arredondada do ROI ¢ escolhida e adaptada para o

tamanho da amostra.
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Figura 13. Representagdo da escala de cinza utilizada (242-105) no software CT-Analyzer (Skyscan, Bruker,

Kontich, Belgium) para indicar a diferenca entre osso cortical e trabecular.
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Figura 14. Conversdo das camadas escolhidas para a escala de cinza no software CT-Analyzer (Skyscan,Bruker,

Kontich, Belgium) para o calculo dos pardmetros tridimensionais em mm.

3.7 Analise imunoistoquimica

A imunoistoquimica foi realizada a partir das ldminas obtidas dos cortes semiseriados
em cada periodo de eutandsia, por meio da detec¢do pela imunoperoxidase. A atividade da
peroxidase enddgena foi inibida com peroxido de hidrogénio. Posteriormente, metade das
laminas obtidas passaram pela etapa de recuperagdo antigénica com tampao fosfato citrato (pH
6.0) e o bloqueio da biotina enddgena através de leite desnatado. Os anticorpos primarios foram
contra osteocalcina (OC) (Santa Cruz Biotechnology) e osteopontina (OP) (Santa Cruz

Biotechnology).

Foi utilizado o anticorpo secunddrio biotinilado anti-cabra produzido em burros
(Jackson Immunoresearch Laboratories), o amplificador foi a Avidina e Biotina (Vector
laboratories) e a diaminobenzidina (Dako) como cromogeno. Apods a revelagdo das reagdes com
o cromdgeno, foi feita a contra-coloragao dos cortes histologicos utilizando a hematoxilina de
Harris. Para cada um dos anticorpos utilizados, foi avaliada a expressao destas proteinas semi-
quantitativamente pela atribuicdo de diferentes “scores” de acordo com o numero de células
imunomarcadas no processo de reparo 6sseo. A andlise foi realizada em microscopio Optico
(LeicaR DMLB, Heerbrugg, Switzerland) e a intensidade das imunomarcagdes foi determinada
semiquantitativamente, com escores de 1 a 4, sendo 1 para auséncia de imunomarcacao e 4 para

marcagao intensa.
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3.8 Analise estatistica

Os dados obtidos durantes as andlises histomorfométricas e Micro-TC foram
submetidos a um teste de normalidade para avaliacdo da distribui¢do das amostras (Shapiro-
Wilk, p>0,05). Apos a confirmacdo da distribui¢do normal das amostras, para as analises
histomorfométricas, o teste estatistico ANOVA 2-fatores e o pods-teste de Tukey foram
utilizados para a comparacdo das médias obtidas. Para as analises de Micro-TC, o teste
estatistico ANOVA 1-fator e o po6s teste Holm-Sidak foram utilizados para a comparagdo das

médias obtidas. O nivel de significancia foi de p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise histologica (morfologia)

A partir de reconstrugdes panoramicas (Figura 15) das fotomicrografias realizadas em
um aumento de 6,3x foi realizada a descri¢ao histoldégica com a confirmacdo das estruturas

encontradas nos maiores aumentos.



39

+ +

Figura 15. Reconstrucdes panordmicas das fotomicrografias dos grupos BG, CP, CB ¢ GC em todos os periodos experimentais de 7, 15, 30 e 60 dias em um aumento de

6,3x. O defeito critico de 8 mm de didmetro externo, esta delimitado pelo [ ] e indicado pelo simbolo +, os * amarelos indicam o local dos cotos 6sseos.



40

Grupo colageno de peixe + hidroxiapatita (CP)

7 dias: a membrana encontra-se integra, recobrindo todo o defeito. Presenga de coagulo
sem organizacdo na regido abaixo em direcdo ao centro, juntamente com areas de tecido de
granulagdo ricamente vascularizado e celularizado com deposi¢do de fibras dando inicio a
granulagdo. Inicia-se invasdo celular na membrana e no meio, aparecem pequenas ilhas
iniciando o processo de neoformagdo Ossea, o que demonstra permeabilidade da membrana.
Em algumas laminas, na area central, aparecem tecidos com diferenciagdo sugerindo pontes de

tecido osteodide (Figura 16).

i

Figura 16. Fotomicrografias da regido do centro do defeito do grupo CP aos 7 dias de reparo 6sseo nas
magnificagdes de 12,5x e 25x. Na regido cnetral nota-se a presenga de um tecido conjuntivo (TC) com bastante

diferenciacado celular e a membrana (M) integra.

15 dias: observa-se organizacao das fibras (feixes) do tecido de granulagcdo apresentando-se
mais paralelos, na mesma direcdo. A membrana ainda se encontra envolvida por periosteo,
isolada do meio com bastante tecido celularizado. Encontramos pontes dsseas a partir do
proprio osso ja existente. No centro do defeito com a membrana, temos muitas células, vasos
sanguineos, demonstrando matura¢do lenta e fibras ainda dispostas de forma irregular.
Evidenciamos uma neoformacao 6ssea do coto em dire¢do ao centro do defeito com peridsteo
espesso, bastante celularizado e em algumas areas com rea¢do menos intensa com menos
células inflamatdrias. Fibras iniciando um paralelismo, indicando um inicio de matura¢do com

presenga de células gigantes (macrofagos) (Figura 17).
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Figura 17. Fotomicrografias da regido do centro do defeito do grupo CP aos 15 dias de reparo dsseo nas
magnificagdes de 12,5x e a ultima em 25x. Observamos tecido 6sseo neoformado (TON) do coto em diregdo a
regido central, com mudanga de dire¢do das fibras e na imagem de maior aumento, notamos grandes vasos

sanguineos com células gigantes (V).

30 dias: evidencia-se formagdo de tecido 6sseo na regido central do defeito com residuo de
membrana, em processo de degradacdo, perdendo funcdo como barreira na regeneracio ossea.
Presenca ainda de muito tecido celularizado (mais maduro) na periferia, porém com tecido
6sseo neoformado. Nota-se fragmentos da membrana dispersos no meio do defeito, em processo
de degradagdo, com neoformacdo de vasos sanguineos na regido central. Em algumas areas,
com organizacdo de tecido de granulacdo, iniciando possivelmente formacdo Ossea com

disposicao de fibras na mesma dire¢ao (ilhas de neoformacao 6ssea). Formacao de tecido 6sseo

do coto em dire¢do ao centro com alguns pontos com maior maturagao (Figura 18).

Figura 18. Fotomicrografias da regido do centro do defeito do grupo CP aos 30 dias de reparo 6sseo nas
magnificagdes de 6,3x nas duas primeiras e 12,5x nas duas ultimas. Observamos tecido 6sseo neoformado (TON)

associado a areas de tecido ostedide e fragmentos de membrana (M) em processo de degradagao.
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60 dias: alguns poucos animais tiveram o fechamento total do defeito e a maior parte ndo, mas
se aproximaram muito da neoformacao Ossea total. Nota-se ainda a presenga de fragmentos de
membrana e areas de tecido conjuntivo maduro com disposi¢ao paralela das fibras e com poucas

células (Figura 19).

Figura 19. Fotomicrografias da regido do centro do defeito do grupo CP aos 60 dias de reparo 6sseo nas
magnificagdes de 6,3x. Observamos tecido dsseo neoformado (TON) associado a areas de tecido osteodide e ainda

resquicios de fragmentos de membrana (M) com algumas areas entremeadas de tecido conjuntivo maduro.

Grupo colageno bovino + hidroxiapatita (CB)

7 dias: observou-se a presenga de alguns granulos de hidroxiapatita (Figura 20) por
vezes no meio da membrana e outras vezes no meio do tecido de granulacdo. Um tecido
infiltrado inflamatério mais intenso em algumas laminas e um tecido conjuntivo frouxo
ricamente vascularizado com muitas células gigantes (Figura 20). Notou-se discreta orientacao
das fibras coldgenas numa possivel tentativa de organizacdo destas. Inicio de neoformagao

Ossea junto aos cotos.
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Figura 20. Fotomicrografias da regido do centro do defeito do grupo CB aos 07 dias de reparo 6sseo nas
magnificagcdes de 40x. Observamos granulos de hidroxiapatita no centro do defeito (H) e presenga de células

gigantes (seta) na imagem ao lado.

15 dias: ainda ¢é possivel observar a integridade da membrana. O tecido conjuntivo
denso organizado evidencia um maior direcionamento das fibras coldgenas. Nota-se uma
diminuicdo da reacdo inflamatoria com presenca de células gigantes, fagocitando os granulos
de hidroxiapatita e a presenca de ilhas de neoformagdo Ossea na regido central e também a
partir dos cotos do defeito. E possivel observar em algumas laminas a presenca de granulos de
hidroxiapatita que compde o biomaterial no interior do conjuntivo. Infiltracdo dos granulos

demonstrando sua porosidade (Figura 21).

Figura 21. Fotomicrografias da regido do centro do defeito do grupo CB aos 15 dias de reparo 6sseo nas
magnificagdes de 12,5x na primeira imagem evidenciando a integridade da membrana (M). Na segunda imagem

com magnifica¢do de 40x, notamos ilhas dsseas.



44

30 dias: ¢ possivel constatar o processo de degradacdo da membrana em alguns
espécimes, em outros, porém, nota-se a presenca da membrana quase integra. Ha presenca
de tecido conjuntivo fibroso organizado, intercalado com maior neoformacdo dssea e

pequenas particulas de granulos de hidroxiapatita envolvidos por neoformagdo 6ssea. O

centro do defeito ainda nao fechado (Figura 22).

Figura 22. Fotomicrografias do defeito do grupo CB aos 30 dias de reparo 6sseo nas magnificagoes de 6,5x nas

duas imagens, mostrando maior neoformagao 6ssea (TON) e presenga ainda de particulas de hidroxiapatita.

60 dias: alguns espécimes tiveram o defeito preenchido por neoformacio Ossea,

outros quase fechados, notando-se a presenca de peridsteo. E possivel observar ainda a

presenga de fragmentos da membrana e dos granulos de hidroxiapatita (Figura 23).
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23. Fotomicrografias do defeito do gruf)o CB aos 60 dias de reparb osseo nas magnificacdes de 12,5x nas

Figufa
duas primeiras imagens, demonstrando fechamento do defeito e outro espécime com presenca de tecido conjuntivo
(sem fechamento total). Na ultima imagem, com aumento de 25x, presenca de granulos de hidroxiapatita no final

do processo de reparo 6sseo.

Grupo colageno porcino (BG)

7 dias: pode-se observar na reconstrucdo panoramica em um aumento de 6.3x, a

presenga da membrana de colageno porcino em toda a extensdo do defeito 6sseo e um tecido
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de granulacdo bem organizado. No aumento de 12,5x, e 40x no centro do defeito, verifica-se
que esse tecido de granulagdo ¢ altamente vascularizado, sem infiltrado inflamatério e
nitidamente a presen¢ca da membrana englobando todo o defeito. Proximo aos cotos, nos
mesmos aumentos, ¢ possivel observar a presenga da membrana envolvendo o coto e o tecido

conjuntivo justaposto ao coto (Figura 24).

Centro

Figura 24. Fotomicrografias da regido do coto 6sseco e do centro do defeito do grupo BG aos 7 dias de reparo
osseo nas magnifica¢des de 12,5x e 40x. Na regido do coto (C) nota-se a presenga de um tecido conjuntivo (TC)
e a membrana (M) integra, envolvendo as duas partes. No centro do defeito, nota-se a nitidamente a presenca da

membrana (M) e um tecido conjuntivo (TC) bem celularizado.

15 dias: Na imagem panoramica na magnitude de 6,3x, observa-se a presenca da
membrana integra que recobre toda area do defeito dsseo. Nas analises com maior magnitude
12,5x e 40x, pode-se observar um tecido conjuntivo frouxo com pouco infiltrado inflamatoério,
ainda bem vascularizado e areas de tecido 6sseo neoformado a partir do coto, compresenga de

tecido conjuntivo no centro do defeito (Figura 25).
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Figura 25. Fotomicrografias da regido do coto dsseo ¢ do centro do defeito do grupo BG aos 15 dias dereparo
osseo nas magnificagdes de 12,5x e 40x. Proximo aos cotos (CO), nota-se a area de tecido dsseo neoformado
(TON) envolto por tecido conjuntivo (TC) altamente vascularizado (V). No centro do defeito a membrana (M)

aparece de maneira integra evolvendo todo o defeito.

30 dias: a reconstrucdo panordmica (6,3x), demonstra que ha praticamente
neoformacao 6ssea em todo o defeito 6sseo de grande parte dos espécimes, alguns ainda com
a presenca de pequenas areas de tecido conjuntivo denso. Nas imagens de maior aumento
(12,5x e 40x) verifica-se que o centro do defeito apresenta sitios com tecido dsseo maduro e
quase o fechamento total do defeito e outros espécimes nota-se a presenca de tecido conjuntivo
fibroso organizado. A neoformagdo Ossea a partir dos cotos foi observada em todosos
espécimes, confirmando que o reparo acontece no sentido central. Observou-se abundante

quantidade de tecido 6sseo neoformado entremeado por fragmentos da membrana (Figura 26).

Figura 26. Fotomicrografias da regido do coto dsseo e do centro do defeito do grupo BG aos 30 dias dereparo
osseo nas magnificagdes de 12,5x e 40x. Na regido do coto 0sseo, nota-se a presenga de area de tecido dsseo
neoformado (TON) envolta por grandes vasos sanguineos (V). No centro do defeito, area de tecido dsseo

neoformado (TON) aparece envolta por tecido conjuntivo (TC).
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60 dias: A imagem panoramica (6,3x) mostra um defeito dsseo completamente
regenerado por tecido dsseo e em imagens mais detalhadas observa-se que a neoformagao dssea
nos cotos e no centro do defeito foram semelhantes aos espécimes do grupo de 30 dias, mas
com tecido 6sseo neoformado preenchendo praticamente toda a cavidade. Com maior aumento
(12,5x e 40x) no centro do defeito e nos cotos, observa-se a presenga de tecido dsseo

neoformado e tecido conjuntivo. Em algumas imagens foi observado presenca demembrana

remanescente (Figura 27).

Figura 27. Fotomicrografias da regidao do coto 6sseo ¢ do centro do defeito do grupo BG aos 60 dias de reparo
osseo nas magnificagdes de 12,5x e 40x. O coto 6sseo (C) ja se confunde com a area total de tecido dsseo
neoformado (TON), sendo possivel observar grandes vasos sanguineos (V) e o tecido dsseo ativo pela presenga de
ostedcitos viaveis. No centro do defeito, grande area de tecido 6sseo neoformado (TON) ¢é visualizada, garantindo

quase o fechamento total do defeito.

Grupo coagulo (GC)

7 dias: na vista panoramica, observa-se o defeito 6sseo preenchido por um tecido de
granulacdo e quando se avaliou os detalhes em maior aumento pode observar
hipervascularizacgao no tecido 6sseo neoformado (TON), e presenca de atividade fibroblastica.
Foi possivel observar também na borda do defeito 6sseo, em dire¢do ao centro da ferida,
neoformacdo dssea, com tecido Osseo primario e aleatoriamente distribuido, ricamente
celularizado por ostedcitos e recoberto em suas superficies por osteoblastos. A neoformagao
Ossea foi notada nos cotos da ferida cirurgica, sendo ausente na regido central, com abundante
tecido de granulagdo jovem, contendo macréfagos, neoformacao vascular, fibroblastos e pouca

matriz extracelular preenchendo a regido central da ferida (Figura 28).
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Figura 28. Fotomicrografias da regido do centro do defeito do grupo GC aos 7 dias de reparo dsseo nas
magnifica¢des de 12,5x e 40x. Um grande tecido de granulagdo (TG), e a presenga de vasos sanguineos (V), sdo

observados.

15 dias: na imagem panoramica verifica um tecido conjuntivo frouxo preenchendo o
defeito 6sseo e em maior aumento observou-se a partir da borda do defeito 6sseo indo em
direcdo ao centro da ferida, uma neoformagdo Ossea, com tecido Osseo primdrio e
aleatoriamente distribuido, abundante em ostedcitos e recoberto em suas superficies por
osteoblastos. Foi observado neoformagao 6ssea unicamente nos cotos do defeito cirtrgico, no
centro do defeito critico auséncia de neoformagdo 6ssea, com presenca de abundante tecido de
granulagdo jovem, contendo macrdofagos, neoformagdo vascular, fibroblastos e escassa matriz

extracelular preenchendo a regido central da ferida (Figura 29).
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Figura 29. Fotomicrografias da regido do centro do defeito do grupo GC aos 15 dias de reparo 6sseo nas
magnifica¢des de 12,5x e 40x. Nota-se um tecido conjuntivo (TC) levemente vascularizado, vasos sanguineos

(V) distribuidos pelo defeito e pequenas areas de tecido dsseo neoformado (TON).

30 dias: a imagem panoramica permite verificar que o defeito esta ligeiramente menor
com tecido 6sseo neoformado nas bordas da ferida e o centro preenchido por tecido conjuntivo.
Em aumentos maiores nota-se a presenca de maior area 6ssea neoformada proéximo aos cotos
do defeito, e o restante da area preenchida por tecido conjuntivo frouxo ndo modelado. Foi
observado 4area de osteotomia com os cotos Osseos esquerdos e direito com discreta
neoformacdo Ossea em suas margens, com o centro do defeito critico preenchido por tecido

conjuntivo fibroso (Figura 30).

Figura 30. Fotomicrografias da regidao do coto 6sseo ¢ do centro do defeito do grupo GC aos 30 dias de reparo
osseo nas magnificagoes de 12,5x e 40x. Tecido conjuntivo (TC) mais organizado com pequenas areas de tecido

osseo neoformado (TON) envolvidas por grandes aglomerados celulares (células osteoprogenitoras).
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60 dias: a imagem panoramica dos espécimes permite verificar que o defeito se encontra
ligeiramente menor com areas de neoformagdo dssea proximo aos cotos € no centro a presenca
de tecido conjuntivo denso. Essas observacdes foram também encontradas nas analises com
maior aumento sendo que nas proximidades dos cotos, apresentassem sem sinais de
neoformacdo Ossea, com preenchimento de tecido conjuntivo imaturo, com presenga de

infiltrado inflamatorio e neutrofilos polimorfonucleares (Figura 31).

Figura 31. Fotomicrografias da regido do coto dsseo e do centro do defeito do grupo GC aos 60 dias dereparo
osseo nas magnificacdes de 12,5x e 40x. Tecido conjuntivo organizado (TC), areas de tecido 6sseo neoformado

(TON), espalhadas pelo defeito e grandes vasos sanguineos (V), proximos a areas de neoformagao ossea.

4.2 Analise histométrica

Os resultados obtidos foram interpretados de maneira a tracar o perfil inflamatério e
avaliar a capacidade osteopromotora de cada membrana testada em comparacao com o controle

positivo (BG).

4.2.1 Perfil inflamatorio (células e vasos sanguineos)

Avaliando comparativamente a relagdo dos grupos em relagao aos tempos de 7 e 15 dias

(intra grupos), houve diferenga estatisticamente significante somente no grupo colageno de



51

peixe (CP) com p = 0,006 e ndo houve diferenca nos grupos colageno porcino (BG) (p = 0,054)
e colageno bovino (CB) (p = 0,789). No tempo de 07 dias, avaliando a relagdo entre os grupos,
quanto ao conteudo celular, o grupo CB apresentou maior quantidade de células inflamatorias,
seguido pelo grupo CP, porém sem diferenca estatistica (p = 0,658) e o grupo CB atingiu a
maior quantidade de linfécitos, porém sem diferenca para o grupo CB (p <0,053). No momento
da mesma avaliacdo, ja no periodo de 15 dias, notamos o mesmo padrio de resposta
inflamatoria, com o grupo CB atingindo maior numero de células, com diferenca estatistica para
o grupo GB (p <0,001) e para o grupo CP (p = 0,002). Nao houve diferenga entre os grupos CP

e 0 BG em relacdo ao conteudo celular no periodo de 15 dias (Figura 32).
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Figura 32. Grafico demonstrando as comparagdes das médias e desvio padrio intra e inter grupos para a analise
de células inflamatorias (linfocitos) no periodo de 7 e 15 dias. As letras mintisculas representam as diferencas
estatisticas significantes inter grupos para o periodo de 15 dias, o * demonstra se houve diferenga estatistica

significante intra grupo no periodo de 7 para 15 dias. Nas fotomicrografias ao lado realizadas em uma magnificagao

de 100x, as setas amarelas (* ) indicam as cé€lulas (linfocitos) e os * os vasos sanguineos.

Na avaliagdo da quantidade de vasos sanguineos, em uma analise comparativa intra
grupos, apenas o grupo colageno de peixe (CP) apresentou uma maior neovasculariza¢ao dos 7
aos 15 dias (p = 0,01) durante o processo de reparo 6sseo que foi estatisticamente significante.
Em relacdo aos grupos, ndo houve diferenca, grupo BG (p = 0,096) e grupo CB (0,945).

Comparando os resultados entre os grupos, no periodo de 7 dias, ndo houve diferenga
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significante na capacidade osteogénica. Ja no periodo de 15 dias, houve diferenga estatistica
significante na quantidade de novos vasos sanguineos para o grupo BG (p < 0,05) em relacao
ao grupo CB. Nao houve diferenca entre os grupos CB e CP (p = 0,073), muito embora o grupo
coladgeno de peixe tenha tido um desempenho melhor em relagdo a capacidade de formar vasos

sanguineos (Figura 33).
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Figura 33. Grafico demonstrando as comparagdes das médias e desvio padrdo intra e inter grupos para a analise
da quantidade de vasos sanguineos no periodo de 7 e 15 dias. As letras minusculas demonstram diferenca estatistica
significante para o periodo de 15 dias, ndo houve diferenca estatistica para o periodo de 7 dias. O * demonstra se

houve diferenca estatistica significante intra grupo no periodo de 7 para 15 dias. Nas fotomicrografias ao lado
realizadas em uma magnificagdo de 100x, as setas amarelas ( ) indicam as células (linfocitos) e os * os vasos

sanguineos.

4.2.2 Area de osso neoformado (AON)

Em uma andlise comparativa do fator membranas, apenas a comparagao entre o grupo
CB x CP (p=0,969) ndo apresentou diferenga estatistica, sugerindo um comportamento
semelhante entre os grupos. O fator tempo por sua vez, s6 ndo teve influéncia no resultado,
demonstrando ndo haver diferenca estatistica apenas na comparacdo entre 7 e 15 dias

(p=0,504) (Figura 34).
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Aos 7 dias de reparo 6sseo, todos os grupos se comportaram de maneira similar em
relacdo a neoformacado Ossea, ndo apresentando diferenca estatistica entre nenhum deles. Aos
15 dias, apesar de uma maior quantidade de osso neoformado observada nas amostras dos
grupos BG e CB, novamente nenhuma diferenca estatistica foi apresentada entre os grupos

(Figura 34).

Aos 30 dias, em um periodo mais tardio do processo de reparo dsseo, o grupo codgulo
permaneceu apresentando o desempenho esperado, e o grupo CP teve o aumento mais
expressivo na quantidade de osso neoformado, ndo apresentando diferenga significante para o
grupo BG (p = 0,180) e nem para o grupo CB (p = 1,000). No ultimo tempo experimental
analisado, aos 60 dias, o grupo BG teve o melhor desempenho no processo de neoformacao
Ossea, seguido pela membrana de colageno de peixe, e sem diferenca estatistica significante (p
= 0,199) entre esses grupos. O grupo CB teve um desempenho inferior em relagdo as outras
membranas, com diferenga significante para o grupo BG (0,013) mas ndo significante para o

grupo CP (p = 0,774) (Figura 34).
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Figura 34. Grafico comparativo das médias e desvio padrao da area de osso neoformado de todos os grupos (BG,
CP, CB e CQG) para os tempos experimentais de 7,15,30 e 60 dias. As letras mintisculas demonstram diferenga
estatistica significante inter grupos para os tempos de 30 e 60 dias, nos periodos de 7 e 15 dias, ndo houve

diferenca estatistica entre os grupos analisados.
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4.3 Analise de micro-tc

O grupo BG apresentou a maior média de BV (14,247mm?), seguindo pelo grupo CB
(11,850mm?) e por Gltimo, o grupo foco do nosso trabalho, CP (9,560mm?) (Figura 35A, com
as seguintes médias de 34,7%, 33% e 22,8% respectivamente para BV/TV. Na andlise
comparativa entre os grupos, o grupo BG apresentou diferenga estatistica significante para os
dois parametros (BV e BV/TV) emrelagdo ao grupo CP (p = 0,028 / p < 0,05), mas ndo ao grupo
CB (p=10,625/p > 0,05). Também houve diferenca do grupo CB em relagio ao grupo CP (p =
0,035/ p <0,05) (Figuras 35B e 36).

Em relagdo ao trabeculado dsseo, para o Tb.th médio, os grupos BG (0,250 mm) e CP
(0,310 mm) apresentaram resultados muito proximos, e o grupo CB, um valor médio mais
destoante dos demais (0,375 mm), tanto que houve uma diferenca estatisticamente significante
entre os grupos BG e CB (p =0,011) (Figura 35C). Em se tratando da relagcdo de Tb.Sp e Tb.N,
o grupo GB atingiu novamente um melhor resultado, com menor espagamento no trabeculado
6sseo (0,427 mm) e o maior nimero de trabéculos (1,483 per mm), ndo apresentando diferenga
estatistica em Tb.Sp entre os grupos avaliados (figura 35D). Para o pardmetro TB.N, o grupo
GB apresentou resposta superior e com diferenga estatistica em relagdo ao grupo CB e CP (p <

0,05) (Figura 35E).

A avaliacdo do Po.tot demonstrou a menor porosidade para o grupo BG (65,130%),
seguido do grupo CB (66,82%) e por ultimo o grupo CP (77,157%) com diferenga estatistica
relevante do grupo CP para o grupo BG (p = 0,029) e para o grupo CB (p = 0,037) e sem
diferenga entre os grupos BG e CB (p > 0,05) (Figura 35F).
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Figura 35. Graficos demonstrando a média e o desvio padrdo do (A)BV, (B)BV/TV, (C)Tb.th, (D)Tb.Sp,(E)Tb.n,

(F)Po.tot no periodo de 60 dias para os grupos BG, CP e CB. As diferengas estatisticas significantes entre os

grupos estdo representadas pelas letras minusculas diferentes (a, b, c).

BG

CB

Figura 36. Reconstrugao axial do defeito critico na calota dos animais apds 60 dias de reparo 6sseo, paraos grupos

BG, CB, e CP. Nota-se a maior area de neoformacgao 6ssea para o grupo BG, acompanhado do grupo CB (com

presenca de granulos de hidroxiapatita) e por ltimo o grupo CP.

4.4 Analise Imunoistoquimica

As avaliagdes imunoistoquimicas foram realizadas através de andlise qualitativa

subjetiva com atribuicdo de escores, em que foi caracterizada a imunomarcag¢do para

osteocalcina e osteopontina que sinalizam o processo de formacao e reabsor¢do dssea.
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Para a proteina osteopontina (OP), marcador importante que caracteriza a etapa precoce
de mineralizacdo do tecido 6sseo, observamos aos 07 e 15 dias pos-operatorios no grupo BG,
moderada marcagdo extracelular; para o grupo CP marcag¢ao intensa e moderada; e para o grupo
CB, marcacao intensa e moderada, respectivamente, indicando possivel aumento da atividade
osteoblastica. Com 30 dias pos-operatdrios, notamos imunomarcagdo leve para o grupo BG;
para os grupos CP e CB marcacdo moderada. J4 no periodo de 60 dias pos-operatdrios, para o
grupo BG, marcacdo moderada; para o grupo CP moderada; e para o grupo CB, marcagao leve

(Figura 37).

15 dias 60 dias

Figura 37. Fotomicrografias dos grupos BG, CP e CB, durante os periodos de reparo 6sseo nas magnificagoes de

12,5x e 40x, evidenciando as imunomarcagdes de osteopontina (setas amarelas).

Em se tratando da osteocalcina (OC), proteina que caracteriza o fenotipo osteoblastico,
que sinaliza a fase tardia da mineralizagdo, notamos aos 07 e 15 dias pds-operatorios, marcagao
moderada para o grupo BG; ja para o grupo CP moderada em ambos os tempos; € para o grupo
CB, marcagao leve e moderada, respectivamente. No tempo de 30 dias pos-operatdrios, para o
grupo BG, observamos uma marcacgdo intensa para osteocalcina; para o grupo CP marcagio
intensa; e para o grupo CB, temos uma presenca moderada desta proteina na matriz extracelular.
Ja no tempo final de 60 dias, para o grupo BG, ainda observamos uma marcacao intensa; no

grupo CP, moderada; e por tltimo, no grupo CB, marca¢do moderada (Figura 38).
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Figura 38. Fotomicrografias dos grupos BG, CP e CB, durante os periodos de reparo 6sseo nas magnificagoes de

12,5x e 40x, evidenciando as imunomarcagdes de osteocalcina (setas amarelas).
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5 DISCUSSAO

Para regenerar um tecido € necessario que se devolva completamente sua
capacidade fisica e estrutural [23], e nesse contexto, quando pensamos em ROG, devemos
devolver um tecido 6sseo a semelhanga do osso perdido [36] e para que esse processo ocorra o
uso de uma membrana ndo ¢ uma op¢ao, e sim uma necessidade, visto que € por meio delas que
teremos uma barreira bioldgica que permitira que o processo de ROG efetivamente acontega
[12]. Este aspecto foi observado quando analisamos os resultados do grupo que denominamos
de controle negativo, onde a ndo utilizacdo de uma barreira em um defeito critico de 8 mm o

processo de ROG ndo ocorre.

A questdo ¢: diante de tantas opg¢des quais sao os pontos importantes a observamos para
que uma selecdo adequada desse material? Basicamente poderiamos dizer que a principio
devemos pensar na capacidade de manutencao da estrutura da membrana de forma integra seja
um ponto importante. Contudo, € necessario observar o comportamento bioldgico da membrana
de uma forma mais ampla como: permeabilidade, tanto vascular quanto celular, baixa reagao
inflamatoria, apresentar boa resisténcia mecanica e manutengdo da integridade até que um
tecido neoformado seja produzido sem que ocorra a interferéncia de tecidos nao desejados nas

areas de reparo [3,20,27,28].

O uso do coldgeno como matéria prima para confec¢do de membrana, apresenta muitas
vantagens como: biocompatibilidade, por ser absorvida permite que seja realizado um
procedimento cirurgico de etapa Unica; possui boa integracdo tecidual, com menor risco de
exposicao da membrana, radiolucidez que permite a imagem do osso regenerado durante a
cicatrizagdo [17]. Contudo, quando est4 na sua forma mais natural, apresenta um processo de
reabsorc¢do rapida, o que faz com que tratamentos adicionais, em especial os quimicos, sejam

realizados, a fim de melhorar este aspecto [34].

A membrana de colageno porcino (Bio-Gide®) utilizada neste trabalho, ¢ a lider no
mercado neste setor. E uma membrana que nio apresenta retificacio do colageno, ou seja, nio
foi realizado nenhum tratamento adicional para que sua atividade como membrana fosse
estendida, o que aumenta sua biocompatibilidade visto os resultados obtidos no perfil
inflamatorio, e faz com que seus resultados sejam tdo expressivos nos processos de
neoformacao dssea como pudemos observar neste trabalho, indo de encontro a outros trabalhos
disponiveis na literatura [30,31,32]. A analise dos periodos finais 30 e 60 dias pudemos

verificar que os defeitos criticos foram praticamente fechados em quase todos os animais,
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demonstrando ter eventos bioldgicos bem definidos observados na anélise imunohistoquimica,
com predomindncia da Osteopontina nos tempos iniciais e da Osteocalcina nos tempos finais.
Esses processos mais ordenados permitiram que a Bio-Gide® obtivesse uma neoformagao
Ossea mais rapida e em maior volume quando comparada as membranas avaliadas nesta

pesquisa.

A membrana de coldgeno bovino esta associada a hidroxiapatita, e provavelmente essa
associacdo foi realizada para que a membrana mantivesse sua estrutura integra por mais tempo,
contudo, o que observamos ¢ que por volta dos 30 dias ja temos parte de sua estrutura em
degradagdo. Biologicamente, pode-se notar um bom desempenho, e a presenca da
hidroxiapatita, fez com que alguns granulos fossem encontrados dentro dos defeitos o que
permitiu verificar que esse material além de ter a propriedade de osteopromogao, em algumas
laminas, os granulos de hidroxiapatita tivessem o papel de osteoconducdo, o que também
melhora o desempenho dessa membrana. Esses aspectos podem ser observados principalmente
nos resultados imunohistoquimicos em que a osteopontina se manteve elevada desde os tempos
iniciais, inclusive mantendo sua resposta nos tempos finais, indicando que a atividade
osteoblastica para neoformacgdo Ossea ¢ ativa até o ultimo periodo avaliado. Quanto a analise
histométrica os valores obtidos neste trabalho mostraram que membranas de coldgeno bovino
sdo adequadas para procedimentos de ROG indo em consonancia ao trabalho de Oliveira et al.

[33].

A membrana de coldgeno de peixe, nosso principal foco neste estudo, foi possivel
observar um comportamento que se apresentou também satisfatoria nesse processo de
osteopromog¢ao embora seu resultado final na porcentagem de neoformagao seja inferior a das
duas outras membranas estudadas; ele ndo apresentou diferengas estatisticas com o grupo
coldgeno bovino. Um aspecto interessante a ser ressaltado diz respeito as analises
imunohistoquimica que permitiram verificar que sua atividade osteobléstica continua inclusive
nos tempos finais a semelhanca do que foi observado na membrana de coldgeno bovino, e este

fato reforga a ideia de uma manuteng@o da formacao 6ssea ap6s o periodo de 60 dias avaliados.

A avaliacdo dos resultados obtidos pela micro-ct utilizado permitiu que pudessemos
complementar os resultados obtidos na histometria de uma forma mais clara. Mesmo com o
desempenho superior da membrana porcina sobre as demais, houve uma boa formacao 6ssea
no grupo membrana de coldgeno bovino, e uma formacdo regular na de colageno de peixe

estando de acordo com estudo anterior que inclusive demonstrou que o colageno de peixe
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influenciou a diferenciacdo condrogénica de células-tronco mesenquimais humanas da mesma
forma que o colageno suino [29]. Por meio das reconstru¢des de micro-tc, notamos que o novo
osso formado quando utilizamos a membrana porcina apresentou-se mais maduro, com mais
qualidade do trabeculado em comparacao as outras membranas. A membrana bovina teve uma
resposta bem proxima a lider do mercado, porém com trabeculado 6sseo mais disperso,
provavelmente por ndo ter atingido ainda a maturacdo Ossea ideal, complementando os
resultados da imunohistoquimica, tendo em vista a presenga ainda de sinalizagdo da
osteopontina com 30 e 60 dias, evidenciando ainda o processo de mineraliza¢do. Na membrana
de peixe, houve formagdo Ossea menor, provavelmente pelo colabamento (devido a sua
espessura) e pela reagdo inflamatdria um pouco maior, talvez devido a sua propria constituicao

e/ou tratamento do colageno, podendo interferir no reparo local.

Neste aspecto, a reacao inflamatoria estd em geral relacionada ao tipo de tratamento que
o colageno recebe para ter mais duragdo e melhor resisténcia mecanica ao colabamento ao longo
do processo de ROG, que o habilita como um bom material para essa fungdo. Neste ponto foi
claro a biocompatibilidade da membrana de colageno porcino, que ndo apresenta reticulacdo do
coldgeno e que, portanto, possui alta biocompatibilidade, ndo so neste estudo como de outros

trabalhos [30,31,32].

Mas como exposto anteriormente quando ha um processo de reticulagdo do coladgeno,
em geral por um processo quimico, isto pode resultar em processos inflamatdrios mais intensos,
interferindo na qualidade da membrana e nas suas caracteristicas bioldgicas e capacidade de
osteopromogdo [34,35].Nenhuma das membranas testes apresentou infiltrado inflamatorio
muito intenso e fora da curva normal esperado, além disso, constatamos uma boa aplicabilidade
da membrana de peixe, corroborando com outros estudos [3,20,37,28]. Esses resultados
positivos podem estar associados com a forma com que as membranas estudadas sofreram seus
processos de reticulagdes que permitiu que todas tivessem boa permeabilidade vascular e
celular e manutengdo de suas estruturas até que um tecido consistente fosse formado. No caso
da membrana de coldgeno bovino ndo deve ter sofrido um tratamento quimico sendo sua
resisténcia mecanica melhorada por meio da adi¢do de particulas de hidroxiapatita. J&4 na
membrana de colageno de peixe tudo indica que foram adicionadas camadas a mais para tornar
a membrana mais resistente e estavel. Pudemos observar esses fatos nas andlises histoldgicas,
em que o infiltrado inflamatdrio esteve dentro da normalidade, permitindo a permeabilidade
vascular e celular, manutencdo da estrutura das membranas até 30 dias em quase todas as

amostras.
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No que diz respeito a resisténcia mecanica, foi observada histologicamente que a
quantidade em espessura de osso neoformado nos defeitos protegidos com a membrana teste de
peixe, apresentaram-se mais delgados quando comparados aos resultados obtidos pelas
membranas de coldgeno porcino e bovino. A espessura da membrana de peixe utilizada na nossa
pesquisa foi relativamente menor quando comparada com as outras, portanto parece que ela nao
foi suficientemente resistente do ponto de vista mecanico para se manter € com isso houve
maior propensdo ao colabamento em dire¢do ao centro do defeito, diminuindo o espago a ser
regenerado e consequentemente tendo uma neoformacgdo 6ssea mais delgada. Outro ponto a
ressaltar ¢ que o fato de ser mais espessa também pode ter interferido de alguma forma na

seletividade de passagem de células que promovam neoformagao Ossea.

O principal desafio das membranas como barreira absorviveis ¢ a sua manutengao até
que a formagdo Ossea esteja completa e entdo integra-la com o tecido circundante ou ser
absorvida pelo corpo hospedeiro. A integridade da membrana deve durar por 4 a 6 meses para
apoiar a formacgdo e maturacdo de novo tecido. A selecdo e combinagdo de biomaterial
apropriado sdo importantes para alcancar as propriedades ideais da membrana como barreira.
Portanto, as propriedades fisicas e mecéanicas adequadas da membrana reabsorvivel devem ser

acompanhadas de propriedades de biocompatibilidade [22].

Desta forma ao contrario do que se pensava durante muito tempo, a selecao do tipo de
membrana a ser usada em um processo regenerativo tem influéncia direta nos resultados, nao
somente por seu papel de barreira promovendo a osteopromog¢ao, mas biologicamente, pois ¢ a
partir dela que ocorreram fendmenos de permeabilidade vascular e celular, eventos
inflamatorios que repercutirdo em um melhor ou pior processo regenerativo. Com isso, observar
qual a demanda clinica, tipo de defeito a ser regenerado, técnica cirurgica escolhida e avaliagao
das propriedades fisica, quimicas e biologicas dos biomateriais e da membrana fardo com que

o processo de ROG atinja seus objetivos.

Cabe lembrar que esta pesquisa tem suas limitagdes uma vez que testes mecanicos nao
foram realizados a fim de verificar as propriedades elasticas das membranas que ¢ outro ponto
importante no momento da selecio da membrana. Estudos futuros deverdo realizar essas

analises.
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6 CONCLUSAO

A membrana de colageno teve um bom desempenho no processo de osteopromoc¢ao para
a neoformacao dssea, com resultados muito proximos em rela¢do as outras duas membranas,
entretanto apresentou um processo de reacao inflamatoria maior, o que precisa ser avaliado em

estudos futuros, se ha interferéncia na qualidade desse osso neoformado.

Desta forma, entende-se hoje que a busca cada vez mais especifica e padronizada de
materiais fazem toda a diferenca nos resultados das reconstrugdes 6sseas. Nao somente o tipo
de biomaterial ird influenciar na quantidade e na qualidade de osso neoformado, mas o material
osteopromotor tem papel tdo importante quanto a escolha do  material
osteocondutor/osteoindutor a ser escolhido. Neste contexto, com os resultados obtidos por este
trabalho, concluimos que as membranas aqui estudadas tiveram um bom comportamento

bioldgico, e todas auxiliaram no processo de regeneragdo 6ssea guiada.
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membrana nacional de colageno de peixe na regeneragao Ossea guiada.
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experimental protocol in accordance with the Ethical Principles of Animal
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Manuscript Submission Overview

Types of Publications

Membranes has no restrictions on the length of manuscripts, provided that the text is concise and comprehensive. Full
experimental details must be provided so that the results can be reproduced. Membranes requires that authors publish all
experimental controls and make full datasets available where possible (see the guidelines on Supplementary Materials and
references to unpublished data).
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they have all read and approved the submitted version of the manuscript. To submit your manuscript, register and log in to the
submission website. Once you have registered, click here to go to the submission form for Membranes. All co-authors can
see the manuscript details in the submission system, if they register and log in using the e-mail address provided during
manuscript submission.
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substantially shorten the time to complete copy-editing and publication of accepted manuscripts. The total amount of data for all
files must not exceed 120 MB. If this is a problem, please contact the Editorial Office membranes@mdpi.com. Accepted file
formats are:

e Microsoft Word: Manuscripts prepared in Microsoft Word must be converted into a single file before submission. When
preparing manuscripts in Microsoft Word, the Membranes Microsoft Word template file must be used. Please insert your
graphics (schemes, figures, efc.) in the main text after the paragraph of its first citation.

e LaTeX: Manuscripts prepared in LaTeX must be collated into one ZIP folder (including all source files and images, so that the
Editorial Office can recompile the submitted PDF). When preparing manuscripts in LaTeX, please use the Membranes LaTeX
template files. You can now also use the online application writeLaTeX to submit articles directly to Membranes. The MDPI
LaTeX template file should be selected from the writeLaTeX template gallery.

e Supplementary files: May be any format, but it is recommended that you use common, non-proprietary formats where possible
(see below for further details).

Disclaimer: Usage of these templates is exclusively intended for submission to the journal for peer-review, and strictly
limited to this purpose and it cannot be used for posting online on preprint servers or other websites.

Free Format Submission
Membranes now accepts free format submission:

« We do not have strict formatting requirements, but all manuscripts must contain the required sections: Author Information,
Abstract, Keywords, Introduction, Materials & Methods, Results, Conclusions, Figures and Tables with Captions, Funding
Information, Author Contributions, Conflict of Interest and other Ethics Statements. Check the Journal Instructions for Authors
for more details.
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software package EndNote, Zotero, Mendeley, Reference Manager are recommended.

« When your manuscript reaches the revision stage, you will be requested to format the manuscript according to the journal
guidelines.
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A cover letter must be included with each manuscript submission. It should be concise and explain why the content of the paper is

significant, placing the findings in the context of existing work. It should explain why the manuscript fits the scope of the journal.

Any prior submissions of the manuscript to MDPI journals must be acknowledged. If this is the case, it is strongly recommended
that the previous manuscript ID is provided in the submission system, which will ease your current submission process. The
names of proposed and excluded reviewers should be provided in the submission system, not in the cover letter.

All cover letters are required to include the statements:

« We confirm that neither the manuscript nor any parts of its content are currently under consideration or published in another
journal.

« All authors have approved the manuscript and agree with its submission to (journal name).

Author Biography

Authors are encouraged to add a biography (maximum 150 words) to the submission and publish it. This should be a single
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1. Authors' full names followed by current positions;

2. Education background including institution information and year of graduation (type and level of degree received);
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4. Current and previous research interests;

5. Memberships of professional societies and awards received.

Note for Authors Funded by the National Institutes of Health (NIH)

This journal automatically deposits papers to PubMed Central after publication of an issue. Authors do not need to separately
submit their papers through the NIH Manuscript Submission System (NIHMS, http://nihms.nih.gov/).
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Manuscript Preparation

General Considerations

Research manuscripts should comprise:

o Front matter: Title, Author list, Affiliations, Abstract, Keywords
o Research manuscript sections: Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion, Conclusions (optional).

o Back matter: Supplementary Materials, Acknowledgments, Author Contributions, Conflicts of Interest, References.

Review manuscripts should comprise the front matter, literature review sections and the back matter. The template file can
also be used to prepare the front and back matter of your review manuscript. It is not necessary to follow the remaining
structure. Structured reviews and meta-analyses should use the same structure as research articles and ensure they conform
to the PRISMA guidelines.

Graphical Abstract:

A graphical abstract (GA) is an image that appears alongside the text abstract in the Table of Contents. In addition to
summarizing the content, it should represent the topic of the article in an attention-grabbing way. Moreover, it should not be
exactly the same as the Figure in the paper or just a simple superposition of several subfigures. Note that the GA must be
original and unpublished artwork. Any postage stamps, currency from any country, or trademarked items should not be included
init.

The GA should be a high-quality illustration or diagram in any of the following formats: PNG, JPEG, TIFF, or SVG. Written text
in a GA should be clear and easy to read, using one of the following fonts: Times, Arial, Courier, Helvetica, Ubuntu or Calibri.

The minimum required size for the GA is 560 x 1100 pixels (height x width). The size should be of high quality in order to
reproduce well.

Acronyms/Abbreviations/Initialisms should be defined the first time they appear in each of three sections: the abstract; the
main text; the first figure or table. When defined for the first time, the acronym/abbreviation/initialism should be added in
parentheses after the written-out form.

Sl Units (International System of Units) should be used. Imperial, US customary and other units should be converted to Sl units
whenever possible.

Accession numbers of RNA, DNA and protein sequences used in the manuscript should be provided in the Materials and
Methods section. Also see the section on Deposition of Sequences and of Expression Data.

Equations: If you are using Word, please use either the Microsoft Equation Editor or the MathType add-on. Equations should
be editable by the editorial office and not appear in a picture format.



« Research Data and supplementary materials: Note that publication of your manuscript implies that you must make all
materials, data, and protocols associated with the publication available to readers. Disclose at the submission stage any
restrictions on the availability of materials or information. Read the information about Supplementary Materials and Data
Deposit for additional guidelines.

« Preregistration: Where authors have preregistered studies or analysis plans, links to the preregistration must be provided in
the manuscript.

« Guidelines and standards: MDPI follows standards and guidelines for certain types of research. See
https://www.mdpi.com/editorial_process for further information.
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Front Matter
These sections should appear in all manuscript types

« Title: The title of your manuscript should be concise, specific and relevant. It should identify if the study reports (human or
animal) trial data, or is a systematic review, meta-analysis or replication study. When gene or protein names are included, the
abbreviated name rather than full name should be used. Please do not include abbreviated or short forms of the title, such as a
running title or head. These will be removed by our Editorial Office.

« Author List and Affiliations: Authors' full first and last names must be provided. The initials of any middle names can be
added. The PubMed/MEDLINE standard format is used for affiliations: complete address information including city, zip code,
state/province, and country. At least one author should be designated as corresponding author, and his or her email address
and other details should be included at the end of the affiliation section. Please read the criteria to qualify for authorship.

« Abstract: The abstract should be a total of about 200 words maximum. The abstract should be a single paragraph and should
follow the style of structured abstracts, but without headings: 1) Background: Place the question addressed in a broad context
and highlight the purpose of the study; 2) Methods: Describe briefly the main methods or treatments applied. Include any
relevant preregistration numbers, and species and strains of any animals used. 3) Results: Summarize the article's main
findings; and 4) Conclusion: Indicate the main conclusions or interpretations. The abstract should be an objective
representation of the article: it must not contain results which are not presented and substantiated in the main text and should
not exaggerate the main conclusions.

« Keywords: Three to ten pertinent keywords need to be added after the abstract. We recommend that the keywords are specific
to the article, yet reasonably common within the subject discipline.
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Research Manuscript Sections

Introduction: The introduction should briefly place the study in a broad context and highlight why it is important. It should
define the purpose of the work and its significance, including specific hypotheses being tested. The current state of the research
field should be reviewed carefully and key publications cited. Please highlight controversial and diverging hypotheses when
necessary. Finally, briefly mention the main aim of the work and highlight the main conclusions. Keep the introduction
comprehensible to scientists working outside the topic of the paper.

Materials and Methods: They should be described with sufficient detail to allow others to replicate and build on published
results. New methods and protocols should be described in detail while well-established methods can be briefly described and
appropriately cited. Give the name and version of any software used and make clear whether computer code used is available.
Include any pre-registration codes.

Results: Provide a concise and precise description of the experimental resulits, their interpretation as well as the experimental
conclusions that can be drawn.

Discussion: Authors should discuss the results and how they can be interpreted in perspective of previous studies and of the
working hypotheses. The findings and their implications should be discussed in the broadest context possible and limitations of
the work highlighted. Future research directions may also be mentioned. This section may be combined with Results.

Conclusions: This section is not mandatory but can be added to the manuscript if the discussion is unusually long or complex.

Patents: This section is not mandatory but may be added if there are patents resulting from the work reported in this
manuscript.
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Back Matter

Supplementary Materials: Describe any supplementary material published online alongside the manuscript (figure, tables,
video, spreadsheets, etc.). Please indicate the name and title of each element as follows Figure S1: title, Table S1: title, etc.

Funding: All sources of funding of the study should be disclosed. Clearly indicate grants that you have received in support of
your research work and if you received funds to cover publication costs. Note that some funders will not refund article
processing charges (APC) if the funder and grant number are not clearly and correctly identified in the paper. Funding
information can be entered separately into the submission system by the authors during submission of their manuscript. Such
funding information, if available, will be deposited to FundRef if the manuscript is finally published.

Please add: “This research received no external funding™ or “This research was funded by [name of funder] grant number [xxx]"
and “The APC was funded by [XXX]" in this section. Check carefully that the details given are accurate and use the standard
spelling of funding agency names at https://search.crossref.org/funding, any errors may affect your future funding.
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« Acknowledgments: In this section you can acknowledge any support given which is not covered by the author contribution or
funding sections. This may include administrative and technical support, or donations in kind (e.g., materials used for
experiments).

« Author Contributions: Each author is expected to have made substantial contributions to the conception or design of the
work; or the acquisition, analysis, or interpretation of data; or the creation of new software used in the work; or have drafted the
work or substantively revised it; AND has approved the submitted version (and version substantially edited by journal staff that
involves the author’s contribution to the study); AND agrees to be personally accountable for the author's own contributions and
for ensuring that questions related to the accuracy or integrity of any part of the work, even ones in which the author was not
personally involved, are appropriately investigated, resolved, and documented in the literature.

For research articles with several authors, a short paragraph specifying their individual contributions must be provided. The
following statements should be used "Conceptualization, X.X. and Y.Y.; Methodology, X.X.; Software, X.X.; Validation, X.X., Y.Y.
and Z.Z.; Formal Analysis, X.X.; Investigation, X.X.; Resources, X.X.; Data Curation, X.X.; Writing — Original Draft Preparation,
X.X.; Writing — Review & Editing, X.X.; Visualization, X.X.; Supervision, X.X.; Project Administration, X.X.; Funding Acquisition,
Y.Y.”, please turn to the CRediIT taxonomy for the term explanation. For more background on CRediT, see here. "Authorship
must include and be limited to those who have contributed substantially to the work. Please read the section
concerning the criteria to qualify for authorship carefully”.

« Institutional Review Board Statement: In this section, please add the Institutional Review Board Statement and approval
number for studies involving humans or animals. Please note that the Editorial Office might ask you for further information.
Please add “The study was conducted according to the guidelines of the Declaration of Helsinki, and approved by the
Institutional Review Board (or Ethics Committee) of NAME OF INSTITUTE (protocol code XXX and date of approval).” OR
“Ethical review and approval were waived for this study, due to REASON (please provide a detailed justification).” OR “Not
applicable” for studies not involving humans or animals. You might also choose to exclude this statement if the study did not
involve humans or animals.

« Data Availability Statement: In this section, please provide details regarding where data supporting reported results can be
found, including links to publicly archived datasets analyzed or generated during the study. Please refer to suggested Data
Availability Statements in section “MDPI Research Data Policies". You might choose to exclude this statement if the study did
not report any data.

« Conflicts of Interest: Authors must identify and declare any personal circumstances or interest that may be perceived as
influencing the representation or interpretation of reported research results. If there is no conflict of interest, please state "The
authors declare no conflict of interest.” Any role of the funding sponsors in the choice of research project; design of the study; in
the collection, analyses or interpretation of data; in the writing of the manuscript; or in the decision to publish the results must be
declared in this section. Membranes does not publish studies funded partially or fully by the tobacco industry. Any projects
funded by industry must pay special attention to the full declaration of funder involvement. If there is no role, please state "The
sponsors had no role in the design, execution, interpretation, or writing of the study”. For more details please see Conflict of
Interest.
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such as EndNote, ReferenceManager or Zotero to avoid typing mistakes and duplicated references. We encourage citations
to data, computer code and other citable research material. If available online, you may use reference style 9. below.
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reference list.
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[1,3]. For embedded citations in the text with pagination, use both parentheses and brackets to indicate the reference number and
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The reference list should include the full title, as recommended by the ACS style guide. Style files for Endnote and Zotero are
available.

References should be described as follows, depending on the type of work:

« Journal Articles:

1. Author 1, A.B.; Author 2, C.D. Title of the article. Abbreviated Journal Name Year, Volume, page range.

« Books and Book Chapters:

2. Author 1, A.; Author 2, B. Book Title, 3rd ed.; Publisher: Publisher Location, Country, Year; pp. 154—-196.
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« Websites:
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Unlike published works, websites may change over time or disappear, so we encourage you create an archive of the cited website
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Preparing Figures, Schemes and Tables

« File for Figures and Schemes must be provided during submission in a single zip archive and at a sufficiently high resolution
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EPS and PDF are preferred.

« Membranes can publish multimedia files in articles or as supplementary materials. Please contact the editorial office for further
information.

« All Figures, Schemes and Tables should be inserted into the main text close to their first citation and must be numbered
following their number of appearance (Figure 1, Scheme |, Figure 2, Scheme Il, Table 1, etc.).

« All Figures, Schemes and Tables should have a short explanatory title and caption.

« All table columns should have an explanatory heading. To facilitate the copy-editing of larger tables, smaller fonts may be used,
but no less than 8 pt. in size. Authors should use the Table option of Microsoft Word to create tables.

« Authors are encouraged to prepare figures and schemes in color (RGB at 8-bit per channel). There is no additional cost for
publishing full color graphics.

[Return to top]
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Original Images for Blots and Gels Requirements

For the main text, please ensure that:
« All experimental samples and controls used for one comparative analysis are run on the same blot/gel.

« Image processing methods, such as adjusting the brightness or contrast, do not alter or distort the information in the figure and
are applied to every pixel. High-contrast blots/gels are discouraged.

« Cropped blots/gels present in the main text retain all important information and bands.

« You have checked figures for duplications and ensured the figure legends are clear and accurate. Please include all relevant
information in the figure legends and clearly indicate any re-arrangement of lanes.

In order to ensure the integrity and scientific validity of blots (including, but not limited to, Western blots) and the reporting of gel
data, original, uncropped and unadjusted images should be uploaded as Supporting Information files at the time of initial
submission.

Asingle PDF file or a zip folder including all the original images reported in the main figure and supplemental figures should be
prepared. Authors should annotate each original image, corresponding to the figure in the main article or supplementary materials,
and label each lane or loading order. All experimental samples and controls used for one comparative analysis should be run on
the same blot/gel image. For quantitative analyses, please provide the blots/gels for each independent biological replicate used in
the analysis.

[Return to top]

Supplementary Materials, Data Deposit and Software Source Code

MDPI Research Data Policies

MDPI is committed to supporting open scientific exchange and enabling our authors to achieve best practices in sharing and
archiving research data. We encourage all authors of articles published in MDPI journals to share their research data. Individual
journal guidelines can be found at the journal ‘Instructions for Authors’ page. Data sharing policies concern the minimal dataset
that supports the central findings of a published study. Generated data should be publicly available and cited in accordance with
journal guidelines.

MDPI data policies are informed by TOP Guidelines and FAIR Principles.

Where ethical, legal or privacy issues are present, data should not be shared. The authors should make any limitations clear in
the Data Availability Statement upon submission. Authors should ensure that data shared are in accordance with consent
provided by participants on the use of confidential data.
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MDPI data policies are informed by TOP Guidelines and FAIR Principles.

Where ethical, legal or privacy issues are present, data should not be shared. The authors should make any limitations clear in
the Data Availability Statement upon submission. Authors should ensure that data shared are in accordance with consent
provided by participants on the use of confidential data.

Data Availability Statements provide details regarding where data supporting reported results can be found, including links to
publicly archived datasets analyzed or generated during the study.

Below are suggested Data Availability Statements:

« Data available in a publicly accessible repository
The data presented in this study are openly available in [repository name e.g., FigShare] at [doi], reference number [reference
number].

« Data available in a publicly accessible repository that does not issue DOIs
Publicly available datasets were analyzed in this study. This data can be found here: [link/accession number]

« Data available on request due to restrictions eg privacy or ethical
The data presented in this study are available on request from the corresponding author. The data are not publicly available due
to [insert reason here]

e 3rd Party Data
Restrictions apply to the availability of these data. Data was obtained from [third party] and are available [from the authors / at
URL] with the permission of [third party].

« Data sharing not applicable
No new data were created or analyzed in this study. Data sharing is not applicable to this article.

« Data is contained within the article or supplementary material
The data presented in this study are available in [insert article or supplementary material here]

Data citation:

[dataset] Authors. Year. Dataset title; Data repository or archive; Version (if any); Persistent identifier (e.g., DOI).

Computer Code and Software

For work where novel computer code was developed, authors should release the code either by depositing in a recognized, public
repository such as GitHub or uploading as supplementary information to the publication. The name, version, corporation and
location information for all software used should be clearly indicated. Please include all the parameters used to run
software/programs analyses.
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Supplementary Material

Additional data and files can be uploaded as "Supplementary Files" during the manuscript submission process. The
supplementary files will also be available to the referees as part of the peer-review process. Any file format is acceptable;
however, we recommend that common, non-proprietary formats are used where possible.

References in Supplementary Files
Citations and References in Supplementary files are permitted provided that they also appear in the reference list of the main text.
Unpublished Data

Restrictions on data availability should be noted during submission and in the manuscript. "Data not shown" should be avoided:
authors are encouraged to publish all observations related to the submitted manuscript as Supplementary Material. "Unpublished
data" intended for publication in a manuscript that is either planned, "in preparation” or "submitted” but not yet accepted, should
be cited in the text and a reference should be added in the References section. "Personal Communication™ should also be cited in
the text and reference added in the References section. (see also the MDPI reference list and citations style guide).

Remote Hosting and Large Data Sets

Data may be deposited with specialized service providers or institutional/subject repositories, preferably those that use the
DataCite mechanism. Large data sets and files greater than 60 MB must be deposited in this way. For a list of other repositories
specialized in scientific and experimental data, please consult databib.org or re3data.org. The data repository name, link to the
data set (URL) and accession number, doi or handle number of the data set must be provided in the paper. The journal Data also
accepts submissions of data set papers.

Deposition of Sequences and of Expression Data

New sequence information must be deposited to the appropriate database prior to submission of the manuscript. Accession
numbers provided by the database should be included in the submitted manuscript. Manuscripts will not be published until the
accession number is provided.

« New nucleic acid sequences must be deposited in one of the following databases: GenBank, EMBL, or DDBJ. Sequences
should be submitted to only one database.

« New high throughput sequencing (HTS) datasets (RNA-seq, ChIP-Seq, degradome analysis, ...) must be deposited either in
the GEO database or in the NCBI's Sequence Read Archive (SRA).

« New microarray data must be deposited either in the GEO or the ArrayExpress databases.The "Minimal Information About a
Microarray Experiment" (MIAME) guidelines published by the Microarray Gene Expression Data Society must be followed.

« New protein sequences obtained by protein sequencing must be submitted to UniProt (submission tool SPIN). Annotated
protein structure and its reference sequence must be submitted to RCSB of Protein Data Bank.



All sequence names and the accession numbers provided by the databases must be provided in the Materials and Methods
section of the article.

Deposition of Proteomics Data

Methods used to generate the proteomics data should be described in detail and we encourage authors to adhere to the
"Minimum Information About a Proteomics Experiment”. All generated mass spectrometry raw data must be deposited in the
appropriate public database such as ProteomeXchange, PRIDE or JPOST. At the time of submission, please include all relevant
information in the materials and methods section, such as repository where the data was submitted and link, data set identifier,
username and password needed to access the data.
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Research and Publication Ethics
Research Ethics

Research Involving Human Subjects

When reporting on research that involves human subjects, human material, human tissues, or human data, authors must declare
that the investigations were carried out following the rules of the Declaration of Helsinki of 1975 (https://www.wma.net/what-we-
do/medical-ethics/declaration-of-helsinki/), revised in 2013. According to point 23 of this declaration, an approval from the local
institutional review board (IRB) or other appropriate ethics committee must be obtained before undertaking the research to confirm
the study meets national and international guidelines. As a minimum, a statement including the project identification code, date of
approval, and name of the ethics committee or institutional review board must be stated in Section ‘Institutional Review Board
Statement’ of the article.

Example of an ethical statement: "All subjects gave their informed consent for inclusion before they participated in the study. The
study was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki, and the protocol was approved by the Ethics Committee of
XXX (Project identification code).”

For non-interventional studies (e.g. surveys, questionnaires, social media research), all participants must be fully informed if the
anonymity is assured, why the research is being conducted, how their data will be used and if there are any risks associated. As
with all research involving humans, ethical approval from an appropriate ethics committee must be obtained prior to conducting
the study. If ethical approval is not required, authors must either provide an exemption from the ethics committee or are
encouraged to cite the local or national legislation that indicates ethics approval is not required for this type of study. Where a
study has been granted exemption, the name of the ethics committee which provided this should be stated in Section 'Institutional
Review Board Statement’ with a full explanation regarding why ethical approval was not required.
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