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Rezumat

Scopul acestui studiu este de a compara procesul de biodegradare a diferite membrane de colagen conditionate, disponibile comercial
dintr-o perspectiva particulara, respectiv de analiza a factorului rH. Probe de material membranar au fost implantat, randomizat, in
tesutul conjunctiv subcutanat la sobolani Wistar. La intervale stabilite de timp (2, 7, 14 si respectiv 28 zile) probele de material au fost
explantate. Au fost determinate caracteristicile rH atat tisular cat si ale probelor membranare, urmdrindu-se o caracterizare a procesului de
resorbtie din aceasta ultima perspectiva. S-a putut diferentia tiparul biodegradarii membranare, care este diferit functie de caracteristica
rH membranara in contextul general al rH-ului local tisular. Drept urmare, se pot defini si utiliza parametri de caracterizare a relatiei
organism—polimer, nefolositi in domeniu dar relevanti in domenii conexe, cu referire la caracterul redox tisular, respectiv al materialului
polimericimplantat.

Cuvinte-cheie: membrana colagen, proces de resorbtie, factor rH

Summary

The aim of this study is to compare from a different perspective, namely rH factor analysis, the biodegradation of commerically available
different cross-linked collagen barriers. Material specimens were randomly implanted in subcutaneous connective tissue on Wistar rats.
At specific periods of time (2, 7, 14 and 28 days, respectively), the material specimens were explanted. It could had been differentiated
barrier biodegradation patterns that proved to be a function of membrane rH feature in the overall context of tissue local rH. Thus it can
be define and used host — polymer relation characterizing parameters, unused yet in this field but in adjacent domains, regarding the
tissue redox feature and implanted polymeric material respectively.
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Introducere

Tehnica regenerdrii tisulare ghidate este fundamentata pe
conceptul prevenirii migrérii apicale a epiteliului gingival in
interiorul ariei lezionale prin utilizarea barierelor membranare
ca si favorizarea potentialului regenerativ celular in vederea
obtinerii unei vindecari lezionale si regenerari tisulare pre-
dictibile.

Un astfel de material trebuie sa indeplineascé criterii
specifice de biocompatibilitate, integrare tisulard, ocludere
celulara, transfer de nutrienti, mentinerea spatiului [3] iar
in ultima decada a devenit dominantd utilizarea colagenului,
pentru care studiile clinice umane si experimentale raporteaza
superioritate fatd de alte materiale, prin rolul sdu activ in for-
marea coagulumului, efectul chemotactic pentru fibroblastele
ligamentare si gingivale (componentd majora a tesutului con-
junctiv parodontal) [5].

Alte studii adresate colagenului nativdemonstreazd o ratd
ridicata a biodegradarii consecutive activitatii enzimatice fago-
citare, determinand o rezistentd scizuta, colaps si colonizarea
ulterioara a situsului de interes cu celule nedorite [1; 3].

In scopul prevenirii/intarzierii duratei procesului de bio-
degradare au fost propuse variate tehnici de conditionare fizica
a barierei membranare precum iradierea in spectru UV ori

actiunea chimica de stabilire de punti chimice intermoleculare
pe bazd de glutaraldehidd, difenilfosforilazida, hexametilen-
diizocianat, riboza [6].

Din acest moment, studiile devin contradictorii. Studii pe
animale de experienta demonstreaza o degradabilitate redusa
pentru membranele conditionate cu glutaraldehidé fatd de
cele colagenice simple, neconditionate [8]. Cu toate acestea,
studiile pe culturi tisulare indicd un atasament si proliferare
fibroblastica si diferentiere osteoblasticd reduse in cazul mem-
branelor conditionate, iar acest dezavantaj devine mult mai
evident (efect inhibitor) in cazul membranelor conditionate
cu glutaraldehida [7].

Desi conditionarea chimica a barierelor membranare cola-
genice reprezintd o tehnicd larg folositd, raiméne inci insuficient
cunoscut nivelul pana la care aceasta modifica calitatea barierei
membranare. Astfel, studiile existente in prezent, adresate po-
sibilitatilor de control clinic a procesului regenerativ local prin
analiza cantitativa/calitativi a membranelor de colagen raiman
contradictorii prin rezultatele obtinute.

Maniera pur descriptiva de analiza a gradului de degra-
dabilitate a barierei membranare resorbabile (naturale sau
artificiale), gradul raspunsului, de obicei inflamator, din partea
organismului gazdd, precum si raspunsul regenerativ, variabil,
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la nivel local nu oferd corelatii cu evidentd statistica intre ca-
racteristicile barierei membranare si un raspuns regenerativ
optim local.

Insuficienta cunoastere a proceselor resorbtive a barie-
relor membranare, influentdnd indirect biodisponibilitatea
potentiald a acestor factori, limiteaza aspectele concluzive si
de certitudine a studiilor de aceastd naturi. In acest context,
studiul de fata isi propune analiza/caracterizarea deopotriva a
barierei membranare cat i a reactivitatii organismului gazda
prin introducerea unui factor particular de caracterizare.

Material si metoda

Procesul de resorbtie/biodegradare a barierei membranare
este un proces de degradare enzimaticd mediat de metalopro-
teinazele matriceale eliberate in cursul procesului de vindecare
lezionald [1]. Caracterul redox al mediului tisular, ca mediu de
reactie, devine un factor determinant al derularii acestui proces,
iar coroborarea acestui caracter cu analiza caracteristicii rH
(ca parametru de analizd a acestui caracter) proprie barierei
membranare oferd o perspectiva noua de analizd, intrucat s-a
demonstrat anterior dependenta activititii enzimatice de rH-ul
mediului de reactie [4].

Modalitatea de determinare a caracteristicii redox, respec-
tiv a factorului rH a fost deja prezentatd exhaustiv [4], motiv
pentru care aici vom prezenta pe scurt principul de lucru al
acestei modalitéti de analiza (4). Din considerente practice s-a
optat pentru metoda potentiometricd, respectiv de masurare
a diferentei de potential dintre un electrod de referintd si unul
redox (platind) care, imersat fiind in solutia de determinat,
cedeaza sau primeste (numai) electroni pana la echilibrarea
potentialului sdu cu cel al solutiei. Rezulta astfel E, (potentialul
redox) care, dupa ce este corectat cu potentialul electrodului de
referintd fatd de electrodul normal de hidrogen la temperatura
delucru (date disponibile, de exemplu, in [2]), poate fi folosit ca
atare sau transformat matematic in rH, prin relatia lui Clark.

#7 B +0,058- pH
0,029

In studiu au fost incluse membrane ce corespund princi-
palelor categorii structurale, respectiv o grupa de membrane
bilaminare, simple de colagen (grupa 1, MC), o a doua grupa
de membrane ale céror legituri intermoleculare sunt mediate
de glutaraldehida (grupa 2, MCG) si o a treia grupa (grupa 3,
MCR) de membrane ale ciror legaturi intermoleculare intra-
structurale sunt mediate de riboza.

Din membranele de colagen au fost taiate discuri cu dia-
metrul de cca. 5 mm §i incubate pentru o ora in solutie salind
tamponatd (pH 7,2). Ulterior ele au fost prelevate, excesul de
solutie eliminat (pe hartie de filtru). Discurile au fost ulterior
cantarite, fiind determinate mase medii de 21,40 mg (grupa 1,
MC), 36,40 mg (grupa 2, MCQG) si respectiv 13,30 mg (grupa
3, MCR). Pentru ugurinta in manevrare, plasare, identificare
si indepartare ulterioard, acestea au fost fixate intr-o plasd
metalica fina, pliata.

Ca animale de experientd au fost folositi sobolani Wistar
(de acelasi sex, femele, cu varsta medie de 3-4 luni si cu gre-
utatea medie de 330-350 g), la fiecare fiind implantate cate 3
probe de membrand, cate una pentru fiecare grupa.

Plasarea subcutanata a probelor de membrana s-a realizat
dupa inducerea prealabild a starii anestezice prin administrarea

intramusculard a 0,5 mL xilocaina 2% (80-120 mg/kgc) si 0,5
mL ketamind (80-120 mg/kgc). O arie de aproximativ 418 cm
de pe fata dorsala a fost rasa, dezinfectata cu polividon iodind
(Betaisodond), s-au realizat apoi incizii dorsale paramediene in
lungul coloanei vertebrale si incizii de separare pentru obtine-
rea a cate trei “pungi” subcutanate individuale, in care au fost
introduse probele de membrane. Animalele au fost mentinute in
custi speciale, hranite ad libitum, sub un ciclu lumina/intuneric
de 12 ore, la temperatura ambientala de 20°C. Animalele au fost
sacrificate la intervale stabilite de timp de 2, 7, 14 si respectiv
28 de zile. Discurile de material membranar implantate sub-
cutanat au fost identificate si extrase, fiind acordata o atentie
deosebita asupra Indepartarii si izolarii materialului colagenic
membranar de cel al organismului gazda. Materialul colagenic
a fost recantarit ulterior (tot ca masa umeda).

Rezultate si discutii

Au fost determinate masele colagenice pentru fiecare tip
de membranai la intervale de 2, 7, 14 si 28 de zile relativ la masa
colagenicd medie determinatd initial. La 2 si 7 zile masa cea
mai redusa de colagen a fost identificatd pentru MCG, urmatd
de MC si MCR, care a demonstrat o rezistentd crescuta fata de
procesul resorbtiv. La 28 zile masa cea mai redusd de colagen
a fost identificatd pentru NCL, urmatd de GCL si RCL, care
a demonstrat din nou o rezistentd crescutd fata de procesul
resorbtiv. La 14 zile diferentele nu au fost majore, acestea de-
venind evidente ulterior in momentul determinarii la 28 zile,
cand se identificé o functie temporald a procesului de resorbtie
membranara.

Datele obtinute, ca medie a 5 repetitii, sunt prezentate in
tabelul 1. Intrucat deontologia cercetarii nu permite reclama
sau inversul acesteia, nu au fost prezentate simbolul sau firma
producdtoare a membranelor, acestea fiind incluse sub un nu-
mdr conventional, fiind de interes numai clasa cireia acestea
apartin.

Tabelul 1.
Membrana (lasa H Grad de resorbtie

(%)

1 MCG 24,1 52,8

2 MC 25,6 715

3 MCR 25,0 62,5

4 MCG 25,8 52,6

3 MCR 25,5 66,6

6 MCR 24,4 60,7

7 MCG 25,9 58,7

8 MCG 24,6 573

9 MC 252 75,4

10 MCR 24,8 65,5

1 MC 25,1 673

12 MC 254 747

Datele cuprinse in Tabelul 1 sunt reprezentate grafic in
Figura 1.

In acest studiu s-a urmdrit analiza procesului de biodegra-
dare a trei tipuri structural diferite de membrane de colagen,
larg folosite in practica clinica curenta, desi rezultatele pot sa nu
fie extrapolabile direct la conditiile mediului oral (in special in
privinta modului in care aceasta ar putea evolua in cazul unei
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expuneri spontane a membranei la contaminantii microbiotei
orale). Pentru toate clasele de membrane degradarea/resorbtia
membranard debuteazi la scurt timp de la implantare (7 zile
sau mai devreme) iar toate tipurile de membrane de colagen
experimentate demonstreaza o resorbtie continud. Ceea ce le
diferentiazd este tiparul biodegradérii membranare, care este
diferit functie de caracteristica rH membranari in contextul
general al rH-ului local tisular.
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Figura 1.

In acest context, la organismul care demonstreaza un rH
membranar apropiat de valorile fiziologicelocale maximul
de resorbtie este identificat pentru membranele grupei MC
(membrane simple, colagenice), in vreme ce membranele
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conditionate (prin legaturi intermoleculare mediate de riboza
ori glutaraldehidd) demonstreaza alterari structurale minime.
In acest sens, alterarea semnificativ redusi a membranelor
grupei MCG (conditionate chimic prin glutaraldehida) poate
fi privita ca o biocompatibilitate redusd, indusé prin compo-
nenta glutaraldehidicd, respectiv rH-ul orientat spre domeniul
oxidativ, dar care poate fi beneficd din punct de vedere clinic
atunci cand se doreste o prezenta prelungitd a membranei
(corectarea defectelor parodontale profunde necesitd un proces
regenerativ prelungit).

Concluzii

Alura generala a dependentei gradului de resorbtie
membranara functie de rH-ul acesteia respectd regula proprie
proceselor cu caracter heterotrof - panta ramurii ascendente
a dependentei este mai lind decét cea descendentd. Maximul
procesului de resorbtie a membranei este atins la valoarea rH
25,4, practic identica cu rH-ul tisular al tesutului in contact cu
care a stat membrana — cu alte cuvinte, trebuie alese membrane
a caror caracteristici redox sunt cit mai departate de aceasta
valoare. Din aceasta perspectiva, este de preferat alegerea unei
membrane cu rH inferior celui al zonei de implant, intrucat
panta mai micd in acest domeniu permite o marji mai larga
de alegere, in raport cu domeniul oxidant.

Avénd in vedere variabilitatea — atat individual in genere,
cat si cea generatd de diverse afectiuni - tesutului in care urmea-
z3 a se implanta membrana, este recomandatd determinarea
prealabild a rH-ului tisular al zonei de implant, ceea ce se poate
realiza cu un sistem de electrozi aferent unei forme constructive
specifice, precum cel prezentat de [9] sau de [10].
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