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Resumo

Objetivo: Identificar os métodos utilizados nos estudos da degradacdo dos materiais de

colagénio ou gelatina e as possiveis falhas associadas.

Metodologia: Pesquisa bibliografica de artigos publicados nas bases de dados eletronicas
PubMed, B-On e Cochrane Library. A identificagdo e exclusao da evidéncia seguiu 0s
critérios PRISMA, tendo sido estipulados fatores de inclusao e de exclusao especificos.

A avalia¢do metodologica dos estudos foi realizada através da Escala de QUIN.

Resultados: Dos 11926 estudos identificados, 9 foram incluidos. Identificaram-se como
limitacGes as concentracbes e tipos de colagenase utilizados e os periodos de avaliacdo
da degradacgéo escolhidos. Evidenciou-se ainda a falta de uniformidade nos protocolos

empregados, que variaram entre cada estudo.

Conclusao: Futuramente, os estudos in-vitro da biodegradacdo enzimatica dos
biomateriais de colagénio e gelatina devem usar uma concentracdo de 0,02 U de
colagenase (MMP-8)/mL de saliva humana a 37 °C e realizar momentos de avaliacdo a
cada 24 h, de forma a produzir resultados mais fidedignos que possam ser traduzidos para

conclusoes clinicas.

Palavras-chave: biodegradacdo; colagenase; degradacdo enzimatica; materiais de

colagénio; materiais de gelatina; testes de biodegradacéo in-vitro.
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Abstract

Objective: To identify the methods used in the studies of the degradation of collagen or

gelatin materials and the possible associated flaws.

Methodology: Bibliographic search of articles published in the electronic databases
PubMed, B-On and Cochrane Library. The identification and exclusion of evidence
followed the PRISMA criteria, with the stipulation of specific inclusion and exclusion
factors. The methodological evaluation of the studies was performed using the QUIN

Scale.

Results: Of the 11926 identified studies, 9 were included. The concentrations and types
of collagenase used and the chosen degradation evaluation periods were identified as
limitations. The lack of uniformity in the protocols used, which varied between each

study, was also evident.

Conclusion: In the future, in-vitro studies of the enzymatic biodegradation of collagen
and gelatin biomaterials should use a concentration of 0.02 U of collagenase (MMP-
8)/mL of human saliva at 37 °C and perform evaluation moments every 24 h, so to

produce more reliable results that can be translated into clinical conclusions.

Key words: biodegradation; collagenase; collagen materials; enzymatic degradation;

gelatin materials; in-vitro biodegradation assays.
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I.  INTRODUCAO

O colagénio tipo | € um colagénio fibrilar cuja molécula é composta por trés cadeias alfa
com mais de mil aminoacidos cada e é o principal componente da matriz extracelular. A
gelatina é um produto decorrente da hidrolise parcial do colagenio. O colagenio e a
gelatina sao das substancias mais comuns para aplicacdo em cirurgia oral pelo seu efeito
extenso na hemostase, pela sua biocompatibilidade e biodegradabilidade, assim como por
serem matrizes naturais para a migra¢ao de osteoblastos, e auxiliarem a cicatrizagao de
tecidos moles e reconstrugao de tecidos duros. Os principais procedimentos em cirurgia
oral que utilizam os formatos de esponja, scaffold e hidrogel dos materiais de colagénio
e gelatina sdo as extracdes dentdrias e a preservacao alveolar, pelo seu efeito de protegao
e estabilidade do coagulo assim como pelo seu efeito de barreira. Adicionalmente, as
esponjas ¢ os scaffolds sdo cada vez mais utilizados nas técnicas de regeneracao tecidual
pela sua estrutura tridimensional porosa que permite a adesdo celular (Parenteau-Bareil

etal., 2010; Long et al., 2017, Salvatore et al., 2021).

Apesar da sua biodegradabilidade ser vantajosa, a sua degradacdo enzimética ocorre
rapidamente, limitando a sua estabilidade e performance a longo prazo. Como tal, a taxa
de degradacao dos biomateriais de colagénio e gelatina frequentemente necessita de ser
regulada através de diversos mecanismos, tais como as técnicas de crosslinking. Estas
incluem a utilizacdo de agentes quimicos como o glutaraldeido, a exposi¢do a radiacao
ultra-violeta, a inclusdo de inibidores enzimaticos como a transglutaminase na estrutura
dos materiais e o tratamento com varias substancias que permitam o aumento da
resisténcia dos materiais a biodegradacdo (Parenteau-Bareil et al., 2010; Egorikhina et
al., 2021).

A biodegradagdo ¢ de importancia crucial para o sucesso do processo regenerativo ou
terapéutico resultante da implantacdo de um biomaterial em tecidos danificados, pelo que
¢ fundamental aquando da sua selecdo que as caracteristicas de biodegradacdo sejam
apropriadas, de forma que permitam a sincronizagdo da degrada¢do do material com a
formacdo de novo tecido (Calciolari et al., 2018; Egorikhina et al., 2021; Gao et al.,
2023).

A selecao de um material inapropriado podera implicar complicag¢des clinicas. Por um
lado, uma degradacao precoce esta associada a perda de forca mecanica e de suporte, bem
como das suas propriedades terapéuticas, afetando a sua fun¢ao e viabilidade. Por outro

1
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lado, uma degradagao tardia poderd desencadear reagdes imunologicas e encapsulamento
fibroso, afetando a regeneragdo e cicatrizagdo e podendo resultar em inflamagao cronica

(Calciolari et al., 2018; Egorikhina et al., 2021; Gao et al., 2023).

Consequentemente, ¢ extremamente importante caracterizar as propriedades de
biodegradacao dos potenciais materiais na fase de estudos in-vitro, pois a avaliagdo da
dinamica de degradacdo dos materiais implantaveis ¢ um meio importante para prever ¢
avaliar os efeitos clinicos expectaveis (Calciolari et al., 2018; Egorikhina et al., 2021;
Gao et al., 2023).

Durante o0 processo de cicatrizacdo, a matriz extracelular é sujeita a degradacdo
enzimatica por acdo das metaloproteinases de matriz (MMP). As MMP compBem um
grupo de mais de 25 endopeptidases célcio-dependentes zinco-contentoras que tém um
importante papel nas dinamicas da matriz extracelular. Dependendo da preferéncia de
substrato, podem ser agrupadas em colagenases, gelatinases, estromelisinas, matrilisinas,

MMP do tipo de membrana, e outras (Helling et al., 2017; Elgezawi et al., 2022).

As colagenases (MMP-1, MMP-8 e MMP-13) séo responsaveis pela grande parte da
degradacdo do colagénio in-vivo. A atividade colagenolitica das MMP ¢é critica no
catabolismo do colagénio fibrilar, que representa o principal constituinte do periodonto e
do osso alveolar (Checchi et al., 2020). Sdo também responsaveis pela degradagdo dos
biomateriais de colagénio e gelatina, sendo as enzimas preferidas para utilizacdo em
estudos de degradagdo. Dois outros aspetos relevantes sdo que os biomateriais de
colagénio estimulam uma maior atividade colagendlitica do que o colagénio nativo, e que
todas as colagenases tém uma taxa de colagendlise diferente (Hutmacher et al., 1996;
Parenteau-Bareil et al., 2010).

A biodegradacao neste contexto, ¢ definida como o processo da destruicdo gradual dos
componentes do biomaterial mediada pela atividade bioldgica do ambiente em que este ¢
colocado. A degradacdo dos biomateriais no corpo pode ocorrer como resultado de
processos fisicos, quimicos e bioldgicos, nomeadamente a degradagdo enzimatica e a

interacao com células do sistema imunitario (Egorikhina et al., 2021).

A atividade colagenolitica das colagenases depende de trés principios: a capacidade de se
ligarem as moléculas de colagénio, a capacidade de desenrolar as trés cadeias alfa e a
capacidade de clivar cada cadeia da tripla hélix. O mecanismo da biodegradagdo

enzimatica dos biomateriais ¢ mediado por uma série de agoes, tais como a difusdo de

2
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enzimas até ao substrato, a adsor¢do das enzimas pelo substrato seguida da formagdo de
um complexo enzima-substrato, a hidrélise e por fim, a difusdo dos produtos soltveis da
degradagdo. Como resultado deste mecanismo, os biomateriais irdo perder volume e
massa, evidenciando-se assim a sua degradacdo. Por este motivo, o método mais
frequentemente utilizado de medi¢@o da degradagdo ¢ caracterizado pela examinacao da
massa residual do material apds incubacdo numa solugdo semelhante a um fluido
corporal. Para este propodsito, sdo comumente utilizadas solucdes tampao fosfato ou
solugdes enzimaticas. Um dos outros métodos mais comuns de medi¢ao da biodegradagao
¢ a determinacao da concentragdo dos componentes do biomaterial libertados no meio em
que o material foi incubado e posteriormente degradado, sendo utilizada a concentracao

da hidroxiprolina no caso do colagénio (Egorikhina et al., 2021).

Os resultados dos estudos in-vitro sao limitados pelas metodologias utilizadas,
nomeadamente na simulagdo das condigdes fisiologicas. A forma mais exata de simular
o meio oral implica a utilizagdo de saliva humana, uma vez que a saliva artificial ndo
replica exatamente os componentes e contaminantes da saliva, impedindo a traducao dos
resultados para conclusdes clinicas. Os biomateriais atualmente desenvolvidos para
utilizagdo em medicina dentaria sao desenhados de forma que as suas propriedades
interajam de forma biologicamente favoravel com os tecidos orais. Uma vez que a
interagdo da saliva com estes materiais € inevitavel e acarreta alteracdes nas suas
caracteristicas, é necessario que os estudos adequem as suas metodologias considerando

o seu efeito (Kunrath e Dahlin, 2022).

Diante do exposto, a presente revisdo tem como objetivo procurar na literatura os
mecanismos associados a degrada¢do dos biomateriais de colagénio e gelatina em estudos

laboratoriais e identificar as possiveis falhas associadas.

Desta forma, durante esta Revisdo Sistematica, pretende-se responder as seguintes

questdes de investigacao:

1. "Quais serdo os mecanismos associados a degradacdo enzimatica do colagénio em
biomateriais de colagénio e gelatina em estudos laboratoriais?”

2. “Quais serdo as principais falhas na avaliacdo laboratorial dos mecanismos
associados a degradacdo enzimatica do colagénio em biomateriais de colagénio

e gelatina?”
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Il. METODOLOGIA

Para a elaboracdo desta revisio sistematica foi efetuada uma pesquisa de artigos
cientificos nas seguintes bases de dados eletronicas: PubMed, B-On e Cochrane Library
entre Setembro de 2022 e Margo de 2023.

A pesquisa foi realizada mediante a combinacdo dos seguintes termos de pesquisa:
collagen, gelatin, sponge, scaffold, hydrogel, biodegradability, degradation e
collagenase associados através dos operadores booleanos AND e OR, dispostos na
seguinte chave de pesquisa (((collagen) AND ((sponge) OR (scaffold) OR (hydrogel)))
OR ((gelatin) AND ((sponge) OR (scaffold) OR (hydrogel)))) AND ((biodegradability)
OR (degradation) OR (collagenase))

A pesquisa narrativa foi restrita a artigos publicados em idioma Inglés e ndo foi aplicada

uma restricdo temporal.

Os critérios de inclusao foram: (1) estudos experimentais in-vitro, (2) estudos nos quais
a degradacdo ocorre em > 6h, (3) estudos que descrevam a metodologia usada na
degradacgéo assim como na sua medicéo (4) estudos que utilizem a enzima colagenase (5)
idioma inglés

Os critérios de exclusdao foram: (1) estudos secundarios, (2) estudos em humanos e in-
vivo, (3) outros idiomas que ndo o inglés, (4) estudos nos quais a degradacdo ocorre em
<6h, (5) estudos que n&o utilizem a enzima colagenase, (6) estudos nos quais 0s materiais
ndo sejam compostos maioritariamente por colagénio ou gelatina, (7) estudos que
utilizem métodos subjetivos de medicdo e (8) estudos que ndo apresentem 0S Sseus

resultados.

Foi formulada a questao de investigacao da revisao sistematica a partir do método
definido pela sigla PCC, que representa a populagao (P) — (esponjas, hidrogéis e scaffolds
de colagénio ou gelatina), conceito (C) — (degradacao enzimatica das esponjas, hidrogéis
e scaffolds de colagénio ou gelatina e contexto (C) — (efeito da acdo enzimatica no tempo
de degradacéo das esponjas, hidrogéis e scaffolds de colagénio ou gelatina). A pesquisa

estd contextualizada de acordo com as recomendagdes PRISMA.

A estratégia de pesquisa encontra-se representada na figura 1 (diagrama de fluxo
PRISMA), onde de uma pesquisa inicial que compreendia 11926 artigos ap6s eliminacao

dos duplicados, leitura pelo titulo, leitura pelo abstract e leitura integral por 2

4
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investigadores M.C. e F.C. em que em caso de duvida um terceiro investigador (J.P.) foi
selecionado para rever de forma independente estes resultados, foram obtidos 9 artigos

que constituem os resultados desta revisdo sistematica.

Neste trabalho foi avaliada a qualidade metodoldgica dos 9 estudos incluidos utilizando
a escala QUIN para estudos in-vitro na area da Medicina Dentéaria, representada na tabela
1 (Risco de viés — Escala QUIN).

[ Identificacdo dos estudos através das bases de dados ]
Registos identificados através da
- pesquisa nas bases de dados Registos eliminados devido a
AT LT .
g eletrénicas: duplicagio:
= (n=11926)
o (n = 3876)
©
= PubMed (5034), B-On (6849),
Cochrane Library (43)
Registos selecionados pelo titulo ; i
Registos excluidos
(n = 8050) >
(n=5454)
(] . ~ .
Publicac@es selecionadas pelo - .
§ ¢ P Publicac®es retiradas:
= resumo: o
_Q Lad
gv (n =2464)
@ (n = 2596)
()]
IS
(]
(o))
8
= PublicacGes avaliadas através da
leitura integral e aplicacdo dos Publicag@es excluidas:
critérios de elegibilidade: >
(n=123)
(n=132)
— A 4
9 Total de estudos incluidos na
b
& reviso:
©
=
(n=9)

Figura 1. Diagrama de fluxo PRISMA.
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N° do critério Critério Detalhes E1l E2 E3 E4 E5 E6 E7 ES8 E9
Metas e objetivos O estudo deve indicar, claramente
1 indicados as metas e objetivos, que devem 2 1 2 2 1 2 2 1 1
claramente entdo ser seguidos.
Devem ser claramente indicados 0s
detalhes sobre o método pelo qual
Explicacéo foi determinado o tamanho da
detalhada do calculo amostra. Devem também ser
2 - NA NA NA NA NA NA NA NA NA
do tamanho da especificados detalhes sobre o
amostra programa de software, férmula e
parametros usados para o célculo do
tamanho da amostra.
Detalhes sobre a populagéo
Explicacio | B G detlnes i tonica
3 detalhada da técnica de amostragem e os critérios de NA NA NA NA NA NA NA NA NA
de amostragem . x N
incluséo e exclusdo devem ser
claramente declarados.
Os detalhes do grupo de
4 Detalhes do grupo comparagao_ (controlo p~ositivo, 0 0 1 0 2 0 2 2 0
de comparacéo controlo negativo ou padrdo) devem
ser claramente especificados.
Clareza do procedimento, método
Explicacéo de padronizacdo e detalhes de
5 detalhada da quaisquer padrdes universais usados 2 2 2 2 2 2 2 2 2
metodologia (se aplicavel) devem ser claramente
declarados.
O nimero de operadores e 0s
detalhes relativos ao treinamento e
Detalhes do calibracéo do(s) operador(es)
@ operador (confiabilidade entre operadores e NA NA NA NA NA NA NA NA NA
intra-operadores) devem ser
claramente especificados.
Detalhes sobre geragdo de
7 Randomizacéo sequéncia e ocultacdo de alocagéo NA NA NA NA NA NA NA NA NA
devem ser claramente declarados.
Método de medicio A cl_ar_eza do procedimento e a
8 justificacdo para a escolha do 2 2 2 1 2 2 2 2 2
do outcome

método devem ser indicadas. O
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método de padronizacéo junto com
os detalhes de quaisquer padroes
universais usados (se aplicavel)
também devem ser claramente
especificados.

O nUmero de avaliadores de
resultados e os detalhes relativos ao
Detalhes assessores treino e calibracdo do(s)

avaliador(es) (confiabilidade dos NA NA NA NA NA NA NA

do outcome . . .

avaliares inter e intra-resultados)
devem ser claramente
especificados.

NA

NA

10

Detalhes sobre o cegamento do(s)

Cegagem operador(es), avaliador(es) de NA NA NA NA NA NA NA
resultado e estatistico devem ser

claramente especificados.

NA

NA

11

Detalhes sobre o programa de
- - software utilizado e analise

Andlise estatistica estatistica devem ser claramente 1 NA 2 2 1 1 2
especificados

12

O resultado deve ser baseado nas
metas e/ou objetivos predefinidos.
Apresentacdo dos Todos os dados devem ser
2 2 2 1 2 2 1
resultados adequadamente tabulados com
dados de base claramente

Total:

especificados (se aplicavel).
- - 75% 70% 66,67% | 83,33% | 75% ! 83,33%

RISCO DE VIES

- Baixo Baixo Baixo Médio Baixo Baixo Baixo

66,67%

Baixo

Médio

2 =especificado adequadamente; 1 = especificado inadequadamente; 0 = ndo especificado; NA = ndo aplicavel

Tabela 1. Risco de viés — Escala QUIN
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I11. RESULTADOS

1. Estudo 1.

No estudo de Zhao e seus colaboradores (2016), foi avaliada a degradagdo enzimatica de
hidrogéis de human-like collagen (HLC) com transglutaminase microbiana (MTGase)
com diferentes récios de MTGase/HLC, pelas enzimas colagenase | (100 U/mL) e
colagenase 11 (100 U/mL) numa solucdo tampdo a 37 °C. A preparacdo das amostras foi
realizada atraves da dissolugdo do HLC numa solucdo tampéo fosfato (PBS) para obter
uma solugdo com 10% de concentracdo de HLC e depois foi adicionada uma quantidade
de MTGase (20, 30, 40, 50, 60 U/g HLC) a solucdo. Ap6s misturar completamente as
amostras, estas foram incubadas a 37 °C durante 12 h e depois transferidas para um
ambiente a 4 °C durante 12 h adicionais até consolidarem. Por fim, os géis preparados
foram colocados a 90 °C durante 5 minutos para interromper a interacdo enzimatica. A
estrutura das amostras de hidrogel de HLC com MTGase (MTGH) foi registada com

microscopia eletrénica de varrimento (SEM) e foi calculada a porosidade pelo método de

deslocamento liquido com etanol. Apos pesagem e esterilizacdo com irradiacdo de Co%0,
trés tipos de amostras de MTGH (MTGH3 (5 mL HLC/75 mg MTGase); MTGH4 (5 mL
HLC/100 mg MTGase) e MTGH5 (5 mL/125 mg MTGase)) foram imersas em tubos
contendo 2 mL de solugdo tampdo enzimatica fresca a 37 °C, num incubador. As amostras
foram removidas da solucdo enzimatica e depois lavadas com agua ultra-pura trés vezes
apos serem imersas diferentes vezes. Os pesos secos foram medidos apos liofilizagdo. A
taxa de peso residual foi calculada em fungdo do peso inicial e final. As estruturas do
hidrogel apds degradacdo foram visualizadas por SEM. A taxa de degradacdo dos
hidrogéis diminuiu com o aumento da proporcdo de MTGase/HLC devido a maior
densidade de crosslinking. A degradacdo dos hidrogéis pela colagenase 11 foi mais rapida
do que com colagenase I. Os hidrogéis com colagenase Il degradaram-se completamente
apos 10 h, 11 h e 12 h, respetivamente, comparativamente a 12 h, 14 h e 15 h com
colagenase I. Em relacdo a estrutura dos hidrogéis ap6s degradacao enzimatica, concluiu-
se que a estrutura final dos hidrogéis degradados com colagenase | era menos irregular
que a estrutura final das amostras degradadas com colagenase Il. Esta alteracdo ao nivel

da estrutura comprovou ainda a ligacao e degradacéo do hidrogel pela enzima colagenase.
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2. Estudo 2.

No estudo de Tihan e seus colaboradores (2015), foi avaliada a degradacéo enzimética de
esponjas de colagénio (CG) crosslinked com glutaraldeido (GA) e carregadas com
cloranfenicol (CP). As esponjas de colagénio foram confecionadas através do uso de géis
de colagénio preparados como uma solucdo aquosa a 1% com pH 7,4. A estes foi
acrescentada a solucdo a 1% de GA para permitir o crosslinking, e realizou-se a mistura
das solucbes durante 10 minutos. A mistura homogénea obtida na forma de gel foi entdo
colocada num frigorifico durante 24 h. O passo final no método de preparacdo foi a
liofilizacdo das amostras. As esponjas de colagénio resultantes tiveram uma concentracao
de 4% de CP e uma concentracao de glutaraldeido variavel entre 0.25, 0.5, 0.75 e 1%. O
teste de degradacdo enzimatica foi efetuado com recurso a colagenase bacteriana
(Clostridium histolyticum) e solucao tampédo fosfato-salino (PBS) com pH de 7,4. Cada
esponja (CG-CP; CG-CP GA 0,25 %; CG-CP GA 0,50 %; CG-CP GA 0,75 %; CG-CP
GA 1 %), com um peso conhecido, foi imersa em PBS e incubada a 37 °C durante a noite.
De seguida, a colagenase (10 mg/mL) foi adicionada e o tubo de ensaio foi recolocado a
37°C. Em intervalos impostos (1 h; 2 h; 4 h; 8 h; 24 h; 48 h) a degradacéo foi interrompida
pela remocéo das esponjas da solucdo de degradacéo, sendo pesada novamente a esponja.
A percentagem de perda de peso foi calculada, em fungédo do peso inicial, peso final e
tempo. A esponja de colagénio CG-CP, demonstrou degradacdo enzimatica completa
apos 1 h, enquanto as esponjas de colagénio CG-CP GA 0,25 %, CG-CP GA 0,50 %, CG-
CP GA 0,75 %, CG-CP GA 1 % demostraram degradacdo completa apos 4 h, 8 h, 48 h e
48 h, respetivamente. O estudo pode concluir que um maior grau de crosslinking (%, CG-
CP GA 0,75 % e CG-CP GA 1 %) resultou num aumento a resisténcia enzimatica de até
48 h. Por outro lado, uma menor quantidade de GA (CG-CP GA 0,25 % e CG-CP GA
0,50 %) favoreceu uma perda de peso mais lenta que nas esponjas com maior quantidade
de agente de crosslinking, e como tal mostrou um melhor comportamento a degradacgao
pela colagenase. Os resultados indicaram que todas as esponjas com crosslinking com

GA foram mais estaveis que as sem crosslinking.

3. Estudo 3.

No estudo de Tihauan e seus colaboradores (2022), foi avaliada a degradacdo enzimatica
de scaffolds de colagénio néo tratados (NT) e scaffolds de colagénio desidrotermicamente
crosslinked (DHT) pela colagenase bacteriana (Clostridium hystolyticum). O colagénio

tipo | foi isolado a partir de um tenddo de Aquiles bovino com recurso a um método de
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solubilizacdo enzimatica por acdo da enzima pepsina solubilizada em 0,02 M Tris-HCL,
seguida de purificacdo. O colagénio é obtido por hidrolise quimica e hidrélise enzimética.
O tenddo foi limpo com agua destilada, cortado em por¢des de 1 cm, congelado e depois
triturado. Antes da hidrélise acidica, o tenddo foi descongelado. A hidrélise acidica foi
entdo realizada com a adicao do tendéo triturado numa solucéo de 0,2 M de &cido acético,
na qual foi mantido durante 24 h a 4 °C. Nesta etapa, da-se inicio a hidrélise quimica e o
tenddo duplica, passando de opaco a transparente. Para a extracdo do colagénio por
hidrélise enzimética, a matéria-prima da hidrélise acidica é adicionada a 0,5 M de solugdo
de &cido acético com pepsina solubilizada em 0,02 m de acido cloridrico. A mistura foi
entdo mexida continuamente durante 48 h a 15 °C seguida de filtrag&o afim de obter um
colagénio soltvel em acido. Foi entdo realizada ultrafiltracdo e liofilizacdo para obter o
scaffold de colagénio final, referido como NT. A reticulacdo desidrotérmica foi realizada
com a colocacgéo do scaffold de colagéenio num forno em vacuo com temperaturas entre
0s 60 °C e 135 °C seguida do seu arrefecimento até a temperatura ambiente sob vacuo. O
scaffold obtido passou a ser referido como DHT. O objetivo deste estudo foi avaliar o
comportamento biomimético dos scaffolds de colagénio num ambiente tecidular simulado
in vitro. Foram pesadas 5 mg da amostra dos scaffolds, e imersas em 0,1 M de solucdo
tampéo tris-hidroximetilaminometano (Tris-HCL) com pH de 7,49, a 37 °C por 1 h.
Depois, a biodegradacdo foi realizada a 37 °C por 24 h ap6s a adicdo de 200 U de
colagenase. A digestdo foi completa e terminada pela adicdo de 0,25 M de &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e por arrefecimento em gelo. As amostras foram
centrifugadas por 15 minutos a 4 °C, e foi determinada a hidroxiprolina nos
sobrenadantes de forma a identificar o colagénio. A biodegradabilidade foi expressa
como uma % da hidrélise da esponja de colagénio exposta a colagenase bacteriana e foi
analisada pelo contetdo de hidroxiprolina libertado no suco digestivo. Ao fim de 24 h, a
esponja de colagénio ndo modificada estava totalmente degradada, enquanto a esponja de
colagénio apds crosslinking (DHT) demostrou apenas uma degradagdo de 58,36 + 2,86
%, tendo a reducdo sido significativa (p < 0,0001). Como tal, a esponja com tratamento
DHT foi mais resistente a degradacdo pela colagenase, devido a retencdo da sua
integridade estrutural gracas ao crosslinking e a sua menor capacidade de absorcdo de

fluidos.
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4, Estudo 4.

No estudo de Salvatore e seus colaboradores (2021), foi avaliada a degradacédo de
scaffolds de colagénio com diversas tecnicas de crosslinking, tendo este estudo por
objetivo descobrir a influéncia dos crosslinks intramolecular e intermolecular nas
diversas propriedades dos scaffolds. As amostras foram preparadas através da hidratacdo
lenta de flocos de colagénio desidratados com agua destilada durante 5 a 6 h. A
temperatura da suspenséo foi controlada e mantida abaixo de 10 °C a agita¢éo, de forma
a prevenir a desnaturacgéo proteica. A suspensao foi centrifugada (6000 rpm, 5 min, 4 °C)
para remover as bolhas de ar. Por fim, foram obtidos os scaffolds porosos de colagénio,
com uma espessura de cerca de 5 mm, através da liofilizacdo de 35 mL da suspenséo de
colagénio. Os scaffolds foram submetidos a um total de seis técnicas de crosslinking,
comecando pela técnica de DHT, seguida ou ndo de crosslinking quimico com
glutaraldeido (GA), formaldeido (FA), dimetil suberimidato (DMS), carbamida (EDC)
ou genipina (GP). O teste da degradacao iniciou-se pela incubacao de amostras de cerca
de 6 mg em 6 mL de PBS com 0,1 mg/mL de colagenase bacteriana (Clostridium
histolyticum) a 37 °C. Em momentos fixos de tempo (0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5;4e 6 h), a
degradacéo foi interrompida pelo congelamento da solucédo sobrenadante a -40 °C. A
perda de peso (%) dos scaffolds foi avaliada em cada momento como a quantidade de
colagénio solubilizado na solucdo incubada, medida por meio do ensaio do acido
bicinconinico (BCA). Para cada amostra, foram realizadas 3 medi¢des independentes em
cada momento de tempo. Enquanto as amostras sem crosslinking desintegraram-se
totalmente em 5 minutos de incubacéo, a solubilizacdo completa dos scaffolds tratados
por DHT ocorreu em 1 h. O uso de crosslinking quimico, em adi¢cdo ao DHT, influenciou
a cinética de degradacdo de forma proporcional & densidade de crosslinking obtida. A
amostra com crosslinking quimico com genipina (GP) dissolveu-se em 2 h. Os
tratamentos mais eficientes com crosslinking quimico com dimetil suberimidato (DMS)
e crosslinking quimico com carbamida (EDC) induziram uma perda de peso de
aproximadamente 90 % e 50 % apds 8 h, respetivamente. Os scaffolds que foram
crosslinked com aldeidos, exibiram a degradacdo mais lenta, com uma perda de massa
menor que 5 % apds 7 h de incubacdo para as amostras de DHT + GA e uma perda de
massa menor que 3 % apds 24 h para as amostras de DHT+FA. Os resultados foram

apresentados na forma de tempo de semi-vida em minutos como 12.6, 26.6, 57.7 e 173.2,
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correspondentes as amostras com crosslinking DHT, DHT+GP, DHT+DMS e
DHT+EDC, respetivamente.

5. Estudo 5.

No estudo de Kishan e seus colaboradores (2015), a degradagdo enzimaética das redes de
gelatina foi realizada com recurso a colagenase | (349 U/mg). O crosslinking foi realizado
através da eletrofiacdo in situ da gelatina. A propor¢do do crosslinking foi variada de
forma a avaliar o seu efeito na retencdo da morfologia das fibras, na taxa de degradacao
e nas propriedades mecanicas. As amostras Gelatina ndo-crosslinked, Gelatina 1 (32 %
crosslinked), Gelatina 5 (61 % crosslinked) e Gelatina 10 (91 % crosslinked) foram
colocadas em tubos contendo 2 mL de 0,02 U de colagenase/mL de PBS e incubadas a
37 °C com agitacdo. As solugdes foram trocadas a cada 3 dias. Em cada ponto de tempo
(1 semana, 2 semanas e 4 semanas), as amostras foram colhidas com centrifugacao e
cuidadosamente enxaguadas 3 vezes com agua destilada, sendo subsequentemente
congeladas durante a noite e depois liofilizadas e observadas com SEM. A perda de massa
da amostra degradada foi determinada apos a liofilizacéo dividindo a perda de massa pela
massa seca inicial. A dissolucéo total da gelatina néo crosslinked foi observada em 12 h
de imerséo na solugédo de colagenase. As redes de Gelatina 1 sofreram uma perda de
integridade mecanica em 4 dias e sofreram dissolu¢do completa em 10 dias. As redes de
Gelatina 5 e de Gelatina 10 perderam a integridade mecanica em 16 e 22 dias, com
dissolugdo total em 24 e 35 dias, respetivamente. Conforme esperado pelos
investigadores, um aumento da proporcao do crosslinking e como tal da densidade do

crosslinking resultou na diminuicao das taxas de degradacéo.

6. Estudo 6.

No estudo de Finamore e seus colaboradores (2019), a degradacdo dos scaffolds de
colagénio foi efetuada pela sua conjugagdo com nanoparticulas de ouro, seguida de
incubacéo a 37 °C em PBS por 24 h, e posterior colocacédo de diferentes concentracoes de
colagenase bacteriana (0,3 mg/mL e 0,5 mg/mL) no meio. A cinética de degradagédo do
scaffold de colagénio foi medida longitudinalmente em meios contendo 0, 0.3 e 0.5 mg/ml
de colagenase pelo volume segmentado do scaffold, com recurso a microtomografia de
raios-X (micro-CT) com contraste melhorado por nanoparticulas de ouro (AuNP), a
libertacdo cumulativa de nanoparticulas de ouro no meio usando espectrometria de

emissdo Otica de plasma acoplado indutivamente (ICP-OES) e a massa do scaffold usando
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analise gravimétrica. As amostras foram colocadas em tubos Eppendorf individuais
contendo solucdo de incubagcdo. Em cada momento de tempo longitudinal, a solucéo foi
separada do scaffold e/ou dos fragmentos do scaffold por centrifugacdo a 500 g durante 1
minuto e recolhida para anélise por espectrometria de emisséo 6tica de plasma acoplado
indutivamente (ICP-OES). O peso hidratado do scaffold remanescente foi medido, foi
adicionada ao tubo solucdo tampé&o fresca sem colagenase e posteriormente, o scaffold
foi fotogrado com micro-CT, sendo adicionada depois solucdo tampdo fresca com
colagenase ao tubo de forma a continuar a degradacéo. A cada 24 h, foi realizada uma
medicdo pelos trés métodos, até que o scaffold estivesse totalmente degradado. Os
resultados foram apresentados em tempo de semi-vida, no qual as amostras em solugéo
com 0,3 mg/mL de colagenase tiveram um tempo de semi-vida de 3.34, 3.71 e 2.27 dias
conforme medic&o por micro-CT, ICP-OES ou anélise gravimétrica, respetivamente, e as
amostras em solugdo com 0,5 mg/mL de colagenase tiveram um tempo de semi-vida de
1.22,1.50 e 1.00 dias conforme medicao por micro-CT, ICP-OES ou analise gravimétrica,
respetivamente. Estes resultados mostraram que o aumento da concentracdo de
colagenase levou a um aumento da cinética de degradacgdo do scaffold. Em relacdo aos
métodos de medicdo, foram comparadas as cinéticas de degradacdo dos scaffolds de
colagénio medidas pelo micro-CT, ICP-OES e analise gravimétrica, tendo-se concluido
que as medicdes através de micro-CT e ICP-OES exibiram uma variabilidade semelhante
e significativamente inferior a da analise gravimétrica. Porém, as diferencas entre as
medi¢des dos trés métodos diferentes ndo foram estatisticamente significativas (p = 0.48).
No entanto, o tempo de semi-vida medido através de ICP-OES foi 11 e 23% superior que
o tempo de semi-vida medido pela micro-CT para as concentracdes de colagenase de 0,3
e 0,5 mg/mL, respetivamente. Adicionalmente, o estudo verificou que os scaffolds ndo
demonstraram degradacdo mensuravel na auséncia de colagenase, durante um periodo de

avaliacdo de nove dias.

7. Estudo 7.

No estudo de Kuo e seus colaboradores (2016), a degradacdo enzimatica das esponjas de
gelatina (Spongostan®) foi realizada através da imersdo de discos de esponja numa
solucdo de 10 ng pepsina/mL PBS ou de 1 pg colagenase/mL de PBS, a 37 °C. Néo foi
feita recarga de solucdo enzimética. Apds a imersdo na solugdo de pepsina, as esponjas
diminuiram em peso até apenas 6,8 *+ 4,6 % do seu peso original em 144 h. Ap6s 96 h na

solucéo de colagenase, as esponjas pesavam apenas 0,93 + 0,67 % do seu peso original.
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Foi também avaliada a degradacdo em solucdo PBS durante 8 semanas, tendo-se

verificado a estabilidade da estrutura da esponja na auséncia de enzimas.

8. Estudo 8.

No estudo de Long e seus colaborares (2017), foi estudada a degradacdo enzimatica de

esponjas de gelatina.

As esponjas de gelatina séo um produto liofilizado do hidrogel de gelatina. Como tal, em
primeiro lugar, foi preparado o gel. O hidrogel de gelatina crosslinked com MTGase foi
preparado através da dissolucdo de gelatina em p6 em agua destilada com uma
temperatura de 50 °C para obter uma solugédo com 4 % de concentracdo. A MTGase em
po foi dissolvida em solucdo PBS para alcancar uma solu¢do com concentracao de 10 %.
O hidrogel de gelatina foi entdo obtido pela mistura da solucdo de gelatina e de MTGase
com uma proporcao de cerca de 40 uL de MTGase por mL de solucdo de gelatina. A
mistura foi incubada a 37 °C para gelatinizagcdo. O hidrogel resultante foi congelado a
uma temperatura de -20 °C durante 8 h e liofilizacdo durante 48 h para produzir as
esponjas com MTGase. Foram também confecionadas esponjas sem crosslinking através
do arrefecimento da solugéo de 4 % de gelatina durante 2 h a 4 °C, congelamento a -20

°C durante 8 h e liofilizacdo durante 48 h.

O teste de degradacéo enzimatica das esponjas de gelatina foi realizado pela colocacao
das esponjas hidratadas previamente pesadas em 0,1 % colagenase | (>125 unidades
digestivas de colagenase (CDU)/mg) a 37 °C durante 6 h num agitador horizontal. As
esponjas resultantes foram pesadas em pontos de tempo especificos. A extensdo da
degradacéo enzimatica foi determinada pelo célculo da % de peso remanescente. Foram
utilizadas esponjas imersas em PBS como controlo. As esponjas expostas a colagenase
a 0,1 % degradaram-se completamente em cerca de 6h, enquanto ndo ocorreu perda de
massa no grupo controlo. Foi demonstrado que as esponjas de gelatina podem ser

degradadas pela agédo da colagenase.

9. Estudo 9.
No estudo de Borrego-Gonzélez et al. (2021), foi realizada a degradacéo enzimética de
esponjas de atelocolagénio com diferentes graus de crosslinking através da imerséo de

amostras de colagénio de 0,6 a 0,7 mg previamente tratadas com 0,1 M de glicina durante
1 h e lavadas trés vezes com solucdo tampéo (0,1 M Tris- HCl e 5 mM CaCl2, pH 7,4)
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em tubos com 0,5 mL de 0,5 CDU/mL de colagenase tipo I/solucdo tampdo, a 37 °C. Para
as medigdes, foram retiradas amostras de 20 puLL de cada tubo em determinados pontos de
tempo (0,5; 1,5; 3; 6; 24; 72 e 120 h) para quantificar os niveis detetaveis de colagénio
soltvel libertado durante a digestdo da colagenase. A solucdo de colagenase foi
substituida a cada 48 h. Foi usada uma quantificacdo direta, medindo a absorcdo da
ligacdo peptidica em 205 nm com um espectrofotdmetro UV-Vis de goticulas
(NanoDropTM 2000). Os padrdes de calibracdo foram medidos em duplicado e repetidos
para cada andlise e todas as amostras foram medidas em triplicado. A degradacao
enzimatica das esponjas de atelocolagenio apds crosslinking DHT (DCol-S) foi proxima
a 80 % apds 1,5 h na solugdo de colagenase, e as amostras foram quase completamente
degradadas apds 3 h. As esponjas tratadas adicionalmente com qualquer uma das
concentragdes de GA desde 0,0015 a 0,3% (g/v) (DCol-S0,0015G, DCol-S0,015G, DCol-
S0,03G e DCol-S0,3G) néo tiveram nenhuma degradacéo significativa apds 1,5 h. Apds
24 h, DCol-S0,0015G atingiu cerca de 8% de degradacdo, enquanto as esponjas tratadas
com maiores concentracdes de GA foram degradadas em torno de 1,5 %. Além disso,
foram necessérias 72 h de incubacdo para que DCol-S0,0015G se degradasse
completamente, enquanto as esponjas DCol-S0,015G, DCol-S0,03G e DCol-S0,3G
registaram apenas 8.4, 7.0 e 6.5 % de degradacdo, respetivamente, apds 120 h de

incubacéo.

A sistematizacdo dos principais resultados encontra-se representada na tabela 2.
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Estudo | Material Solucéo de Intervalo de Método de | Resultados Andlise Estatistica Referéncia
degradacéo avaliagdo medicdo Bibliografica
Hidrogel de human-like Degradagéo com Colagenase | —18 h | Analise Tempo até degradacéo total: Um valor de p<0,05 foi Zhao et al.
collagen (HCL) com colagenase | (100 U) | Colagenase Il —14 gravimétrica: | MTGHS3: colagenase | — 12 h; colagenase Il —10 | considerado (2016)
1 transglutaminase microbiana e |1 (100 V), h perda de h estatisticamente
(MTGase) separadamente, em massa MTGHA4: colagenase | — 14 h; colagenase Il —11 | significativo
solugéo-tampéo a 37 percentual h
°C MTGHS: colagenase | — 15 h; colagenase 11 — 12
h
Esponjas de colagénio tipo | Degradagéo com 1h,2h,4h,8h,24 | Analise Tempo até degradacéo total: Né&o foram apresentados | Tihan et al.
(CG) crosslinked por colagenase (10 h, 48 h gravimétrica: e CG-CP=1h; dados. (2015)
2 glutaraldeido (GA) com mg/mL) em solucdo Perda de . CG-CPGA0,25% =4 h;
cloranfenicol (CP) tampéo fosfato- massa . CG-CP GA 0,50 % = 8h;
salino (PBS) a 37 °C percentual . CG-CP GA 0,75 % = 48h:
(pH7.4). e CG-CPGA1%=48h
Scaffolds de colagénio tipo | Degradagéo com 24 h % de Em 24 h, a esponja NT encontrava-se Um valor de p<0,05 foi Tihduan et al.
ndo tratadados (NT) e scaffolds | colagenase (200 U) hidrélise, completamente degradada, enquanto a esponja considerado (2022)
3 de colageénio tipo | em solugdo tampéo medida pela DHT demonstrou uma degradacéo de 58,36 + estatisticamente
desidrotermicamente Tris-HCl a 37 °C (pH libertacéo de 2,86 % significativo
crosslinked (DHT) 7,49) hidroxiprolina
pelas
esponjas
Scaffolds de colagénio Degradagdo com 24 h Anélise Tempo até degradacéo total: Um valor probabilistico Salvatore et al.
submetidos a varios tipos de colagenase (0,1 gravimétrica Scaffold sem crosslinking — 5 minutos de 95 % (p<0,05) foi (2021)
crosslinking mg/mL) em solucéo e DHT-1h utilizado como critério
tampdo fosfato- . DHT+GP-2h de selegdo.
salino (PBS) a 37 °C Perda de massa ap6s 7 h: O tratamento com GP
. DHT-GA -5 % ndo aumentou
Perda de massa apés 8 h: significativamente a
4 resisténcia dos scaffolds

. DHT + DMS - 90 %
e GHT+EDC-50%
Perda de massa ap6s 24 h:
. DHT +FA-3%
Tempos de semi-vida:
. DHT — 12,6 minutos
. DHT + GP - 26,6 minutos
. DHT + DMS - 57,7 minutos

(p=0.6)
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. DHT + EDC - 173,2 minutos

Scaffolds de gelatina Degradagéo com 35 dias Anélise Tempo até degradacéo total: Todos os testes foram Kishan et al.
5 crosslinked in situ colagenase (0,02 gravimétrica: e Gelatina ndo-crosslinked — 12h realizados com um (2015)
U/mL) em solugéo Perda de . Gelatina 1 — 10 dias intervalo de confianca de
tampdo fosfato- massa . Gelatina 5 — 24 dias 95 % (p<0,05)
salino (PBS) a 37 °C e Gelatina 10 - 35 dias
Scaffolds de colagénio Degradagdo com A cada 24 h até Micro-CT, Tempo de semi-vida das amostras: O grau de significancia Finamore et al.
crosslinked por EDC/NHS com | colagenase (0,3 degradacdo total ICP-OES e Micro-CT: para todos os testes foi (2019)
nanoparticulas de ouro mg/mL ou 0,5 analise . 0,3 mg/mL: 3.34 dias de p<0,05

mg/mL) em solugéo
tampdo fosfato-
salino (PBS) a 37 °C

gravimétrica

. 0,5 mg/mL: 1.22 dias
ICP-OES:

. 0,3 mg/mL: 3.71 dias

. 0,5 mg/mL: 1.50 dias

O aumento da
concentracdo da
colagenase aumentou a
taxa de degradacdo

6 Andlise gravimétrica: (p<0,0001)
e 0,3mg/mL: 2.27 dias A diferenca entre os
e 0,5mg/mL: 1.00 dias diferentes métodos néo
foi estatisticamente
significativa (p = 0,48)
Esponja de gelatina Degradagdo com 12h,24 h,48h,72 | Analise Apbs 144 h na solugdo de pepsina, as esponjas Um valor de p<0,05 foi Kuo et al.
(Spongostan®) colagenase (0,001 h,96 h, 120 he 144 | gravimétrica encontravam-se reduzidas a 6,8 + 4,6 % do seu considerado (2016)
7 mg/mL) ou com h peso inicial. estatisticamente
pepsina (1,0 x 10°® Apds 96 h na solugdo de colagenase, as esponjas significativo
mg/mL) em solugéo encontravam-se reduzidas a 0,93 + 0,67 % do seu
tampéo fosfato- peso inicial.
salino (PBS) a 37 °C
Esponja de gelatina Degradagéo numa 6h Anélise Tempo até degradacéo total: 6 h Um valor de p<0,05 foi Long et al.
solugéo de 0,1 % de gravimétrica considerado (2017)
8 colagenase a 37 °C estatisticamente
significativo
Esponja de atelocolagénio com | Degradagdo numa 0.5h,1.5h,3h,6h, | Andlise e  DCol-S: degradacdo completaem 3 h | Né&o foram apresentados | Borrego-
diferentes tipos de crosslinking | solucdo de 0,5mL de | 24h,72he120h gravimétrica . DCol-S0.0015G: degradag&o dados Gonzalez et al.
9 0,5 CDU/mL de completaem 72 h (2021)

colagenase tipo
I/solucédo tampao
(0,1 M Tris- HCl e 5
mM CaCl2, pH 7,4),
a37°C.

Ao fim de 120 h:
e  DCol-S0.015G: 8,4, % degradada
. DCol-S0.03G : 7,0 % degradada
. DCol-S0.3G: 6,5 % degradada

Tabela 2. Sistematizacao dos resultados dos artigos selecionados
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IV. DISCUSSAO

1. Caracteristicas desejaveis num estudo in-vitro de biomateriais em Medicina

Dentaria

Um biomaterial desenvolvido para aplicacdo em Medicina Dentéria deve ser estudado
num meio semelhante ao intra-oral de forma a produzir resultados fidedignos que possam
ser traduzidos para conclusdes clinicas. Como tal, a saliva humana com uma concentracao
de colagenase proxima da fisiologica deve ser a solugdo de eleicdo para os estudos da

degradacédo dos materiais.
i.  Saliva humana

A saliva esta presente em todos os tecidos expostos ao meio oral, incluindo o sangue
quando presente na boca, os tecidos moles quando acedidos para tratamentos gengivais e
os tecidos 0sseos quando expostos durante procedimentos cirdrgicos. Assim, €

praticamente inerente ocorrer uma interagdo minima com a saliva.

A interacdo da saliva com os biomateriais acarreta alteracfes das suas caracteristicas,
formando-se quase imediatamente uma pelicula de saliva na superficie dos biomateriais
apos contacto, podendo afetar as suas propriedades terapéuticas ou regeneradoras. Por
este motivo, € imprescindivel utilizar a saliva humana na fase de estudos in vitro dos
biomateriais para aplicagdo em Medicina Dentaria, de forma a melhor compreender a
interacdo dos biomateriais com o0 meio-oral e adequar as suas caracteristicas para se obter

a melhor relagdo entre os materiais e 0s tecidos orais possivel.

De acordo com os autores Kunrath e Dahlin (2022), podem surgir duas limitacbes num

estudo in-vitro que use saliva.

A primeira é relativa a escolha entre saliva artificial e saliva humana. A saliva artificial
ndo traduz com completa acuidade a saliva humana, dado que nao pode ser replicada com
precisdo a presenga de contaminantes, impurezas e células. Logo, ainda que a composicao

da solucdo seja semelhante esta ndo devera ser utilizada nos estudos.

A segunda limitacdo ocorre aquando da escolha do método de recolha da saliva. Existem
varias técnicas como a recolha direta em clinica sem armazenamento nem tratamento, o
uso de técnicas de estimulacdo salivar, a filtracdo da saliva e diversos métodos de
armazenamento. A preocupagdo neste caso € que certas caracteristicas salivares possam

ser perdidas, 0 que pode prevenir a translacdo das conclusdes para a clinica.
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Do ponto de vista dos autores, a metodologia mais apropriada é a recolha da saliva em
clinica e aplicagdo direta. Por outro lado, os autores reconhecem que Vvarios estudos
demonstraram a estabilidade da composicdo salivar em temperaturas baixas, pelo que esta

alternativa pode ser considerada para facilitar os estudos laboratoriais.

ii.  Concentracdo fisiologica de colagenase
Presentemente, ndo existe uma concentracdo de colagenase conhecida como

correspondente a concentracao fisioldgica.

Num paciente saudavel, os niveis de colagenase sdo relativamente baixos. Porém a
presenca de processos inflamatérios, como a doenca periodontal ou a pulpite crénica,
aumenta exponencialmente a concentracdo da colagenase (Uitto et al., 1990,

Evrosimovska et al., 2012).

Dos estudos analisados, apenas o estudo 5 apresentou um tempo de degradacdo
comparavel ao tempo de degradacdo em boca. Como tal, a concentracdo 0,02 U de
colagenase/mL podera ser adequada para simular a concentragdo de colagenase em meio

oral.

A razdo pela qual os estudos ndo procuram utilizar uma concentracdo proxima da
fisioldgica, deve-se ao facto de apenas terem como objetivo comprovar que o material é
biodegradavel. Porém, isto pode ser visto como uma limitacdo, devido a importancia de

conhecer o tempo de biodegradacéo fisioldégica de um material.

2. Solucéo de degradacao utilizada
i.  Solucdo-tampéao
Dos nove estudos que constituem esta revisdo sistematica, cinco (2, 4, 5, 6 e 7) utilizaram
a solucdo tampao fosfato-salino (PBS), dois (3 e 9) utilizaram a solucao Tris-HCI e dois

(1 e 8) néo especificaram a solugédo tampao utilizada.

Uma vez que apenas o estudo 2 trata de um material desenvolvido especificamente para
aplicacdo em meio-oral, apenas neste estudo podemos considerar como limitagdo o facto

de néo ter sido utilizada a saliva humana como solucéo.

ii. Colagenase
i.  Concentracao
Os artigos 2, 4, 6, 7 e 8 ndo especificaram as unidades digestivas de colagenase (CDU)
presentes na solucdo de degradacéo.
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Além disso, nenhum dos estudos utilizou a mesma concentracdo de colagenase, 0 que

explica, em parte, a disparidade dos resultados.

O estudo 6 utilizou duas concentragdes diferentes de colagenase (0,3 e 0,5 mg/mL) tendo-
se verificado que uma maior concentracao de colagenase, resultou num menor tempo de

degradacéo.

ii.  Tipo de colagenase
Em relagdo ao tipo de colagenase, nenhum dos estudos selecionados especificou a
metaloproteinase de matriz (MMP) utilizada, sendo que trés (MMP-1, MMP-8 e MMP-
13) correspondem a colagenase. De acordo com os autores Helling et al. (2017), apesar
de maior parte dos estudos utilizar a MMP-1, a mais prevalente na cicatrizacdo e mais
eficiente na degradacdo é a MMP-8. Para além disso, no seu estudo, a utilizacdo da MMP-
1 ou da MMP-8 resultou em diferentes tempos de degradacdo. Como tal, a MMP-8 deve

ser utilizada nos estudos de degradacdo enzimatica.

O estudo 1 especificou que utilizou a colagenase | e Il, enquanto os estudos 5 e 9

utilizaram apenas a colagenase I, sendo estes termos relativos a purificacdo da enzima.

No estudo 1, verificou-se que as amostras colocadas na solucdo de degradacdo com
colagenase Il degradaram-se mais rapido que as colocadas na solugdo com colagenase 1.
Esta concluséo aponta para a necessidade de especificar com clareza a colagenase que se
empregou num teste de degradacdo, de forma a adequar a interpretacdo dos resultados

obtidos e comparacdo com outros estudos.
3. Intervalo de avaliagdo
Os intervalos de tempo selecionados para avaliar a degradagéo foram diferentes em todos

0s estudos.

Adicionalmente, com excecao do estudo 5, nenhum outro estudo apresentou um tempo

de degradacéo proximo do fisiologico.

Considerando que os biomateriais de colagénio e de gelatina nos formatos de esponja,
scaffold e hidrogel tém um tempo de degradacdo fisioldgico entre os 21 dias e as 12
semanas, recomenda-se um momento de avaliacdo a cada 24 h até ocorrer a degradacao

total, de forma a se obterem resultados fidedignos.
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4.  Meétodos de medicdo da degradacéo

O método de avaliacdo mais prevalente foi a anélise gravimétrica, tendo sido utilizada

em oito dos estudos (1, 2, 4, 5, 6, 7, 8 e 9). A anélise gravimetrica consiste na...

O estudo 3 utilizou a libertacdo de hidroxiprolina na solucdo de degradacdo como método
de medicdo. A hidroxiprolina é abundante no colagenio e como tal a medicdo da sua
concentracdo € frequentemente utilizada para quantificar indiretamente o colagénio

presente numa solucdo de degradacéo.

O estudo 6 utilizou, para além da gravimetria, a medicdo através de micro-CT e ICP-
OES, sendo, portanto, 0 mais completo ao nivel da metodologia de medicéao. Este estudo
constatou que as diferencas entre as medices dos trés métodos diferentes ndo foram
estatisticamente significativas (p = 0.48), mas, no entanto, o tempo de semi-vida medido
através de ICP-OES foi 11 e 23% superior que o tempo de semi-vida medido pela micro-
CT para as concentracdes de colagenase de 0,3 e 0,5 mg/mL, respetivamente. A micro-
CT convencional fornece uma resolucdo espaciotemporal elevada e imagem de tecidos
profundos, porém tem baixo contraste tecidual. A microtomografia de contraste
melhorado permite ultrapassar esta limitacdo. As nanoparticulas de ouro podem ser
usadas como agente de contraste, devido a sua elevada atenuacdo de raios-X, a sua
biocompatibilidade e facilidade de se ligar covalentemente aos biomateriais a base de
proteinas. A degradacdo do scaffold foi medida pela diferenca entre o volume segmentado
do scaffold e o volume inicial do scaffold, assim como pela atenua¢do média dos raios-

X. A espectrometria de emissao Otica de plasma acoplado indutivamente (ICP-OES)

5. Fatores que influenciaram a taxa de degradacéo enzimatica

Os estudos selecionados referiram diversos fatores que influenciaram a cinética da
degradacdo enzimatica tais como o valor de pH da solucdo de degradacdo e a sua
temperatura, a origem do colagénio ou gelatina, a porosidade dos materiais e 0 seu tipo e
grau de crosslinking assim como a presenca de inibidores enziméticos. Adicionalmente,
a concentracao e tipo de colagenase utilizada foi também identificada como fator que

influenciou a taxa de degradacao.

i.  Origem do colagénio ou da gelatina
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A origem do colagénio ou da gelatina empregados influencia ndo s6 a taxa de degradacéo,
como podera influenciar a medicdo desta. Como tal, é importante que os estudos

clarifiquem sempre a origem dos materiais.

O estudo 1 utilizou human like collagen, obtido através da multiplicacdo bacteriana de

mMRNA humano.

Relativamente ao colagénio de origem animal, o estudo 2 utilizou colagénio tipo |
extraido da derme bovina, assim como o estudo 4. O estudo 3 usou o colagénio tipo I de
origem bovina, extraido e purificado de tecido do tenddo de Aquiles bovino. O estudo 6
utilizou o colagénio tipo | de origem bovina, sem especificar a natureza do tecido. O

estudo 9 utilizou atelocolagénio bovino purificado.

Em relacdo a gelatina de origem animal, o estudo 5 utilizou gelatina de origem bovina,
enguanto o estudo 7 utilizou a Spongostan, que é composta por gelatina de origem suina,

e 0 estudo 8 nédo especificou a origem da gelatina preparada.
ii. Preparacdo das amostras

Cada estudo seguiu um protocolo diferente para a preparacdo dos biomateriais, e foi
considerado que este foi adequadamente descrito em todos os estudos selecionados. No
entanto, as variagdes entre estes também constituem um fator capaz de influenciar a taxa

de degradacdo dos materiais resultantes.
iii.  Técnica de crosslinking

As técnicas de crosslinking permitem melhorar as propriedades mecanicas e a resisténcia

enzimatica dos materiais biodegradaveis.

O estudo 1 realizou crosslinking com um inibidor da protedlise, a transglutaminase
microbiana. A transglutaminase microbiana (MTGase) € um agente enzimatico de
crosslinking que melhora a forca ténsil e a resisténcia enzimatica dos materiais de
colagénio. Esta enzima catalisa reacdes de transferéncia do grupo acilo entre grupos A-
carboxiamida de residuos de glutamina e grupos €-amino de residuos de lisina, resultando
na formagdo de proteinas crosslinked intra e intermolecularmente por lisina &-(A-
glutaminil). A maior vantagem desta técnica deve-se a ndo deixar residuos quimicos nem
subprodutos na estrutura do scaffold, eliminando assim o risco de induzir efeitos

citotoxicos.
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O estudo 2 realizou crosslinking com glutaraldeido (GA). O GA é o agente quimico mais

empregado e mais estudado para realizar o crosslinking dos materiais de colagénio.

O estudo 3 recorreu a técnica de crosslinking fisico desidrotérmico (DHT). Este método
utiliza temperaturas elevadas num forno a vacuo (120 a 135 °C, dependendo do protocolo
seguido) para induzir a formacgédo de ligacdes amida entre os grupos carboxilo e amina,
assim como ligacOes éster entre os grupos carboxilo e hidroxilo, através de reacOes de

condensacéo, conferindo melhores propriedades mecéanicas aos materiais.

O estudo 4 aplicou 6 técnicas de crosslinking variando entre amostras. Foi realizado o
crosslinking DHT em todas as amostras. De seguida, foram aplicadas outras técnicas
dependendo da amostra. O crosslinking com aldeidos (GA e FA) reage com 0s grupos
anima do colagenio, e é das técnicas mais comuns, porém esta associado a citotoxicidade
devido aos agentes quimicos, o que afeta o crescimento celular e pode levar a apoptose
celular. O crosslinking DMS é menos citotoxico que o crosslinking com aldeidos,
formando ligacGes cruzadas entre 0s seus grupos imidoester e os grupos amina livres do
colagénio. O crosslinking com carbamida (EDC) foi realizado pela imersao das amostras
hidratadas de colagénio numa solucdo aquosa com 12 mM de EDC e 5,5 mM de N-
hidroxissuccinimida (NHS), a temperatura ambiente durante 2 h. O crosslinking com
genipina (GP) reage com 0s grupos primarios de amina do colagenio ao formar ligacdes
cruzadas intramoleculares e intermoleculares, e tendo vindo a ser estudado como possivel

substituido dos aldeidos devido a sua baixa toxicidade.
O estudo 5 recorreu a técnica de eletrofiacéo in situ.
O estudo 6 utilizou o crosslinking com EDC e NHS.

O estudo 7 ndo indicou o crosslinking, uma vez que utilizou as esponjas de gelatina de

nome comercial Spongostan.
O estudo 8 aplicou como agente de crosslinking a transglutaminase microbiana.

O estudo 9 utilizou o crosslinking DHT assim como quantidades varidveis do agente de

crosslinking quimico GA.

Em suma, a técnica com GA foi utilizada em 3 estudos (2, 4 e 9), a técnica com DHT foi
utilizada em 3 estudos (3, 4 e 9), a técnica com transglutaminase microbiana foi utilizada

em 2 estudos (1 e 8), a técnica com EDC + NHS foi utilizada em 2 estudos (4 e 6). O
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estudo 5 foi o Unico a utilizar a eletrofiacdo in situ, e o estudo 7 foi o Unico que nao

mencionou a técnica de crosslinking.

Foi possivel concluir-se em todos os estudos que uma maior densidade de crosslinking
levou a uma maior resisténcia enzimatica. Conforme referido nos resultados,
determinadas técnicas de crosslinking demonstraram ser mais eficazes que outras. No
entanto, uma vez que neste trabalho ndo se pretendeu avaliar as diferentes técnicas de
crosslinking e dado que a grande diferenga de protocolos entre estudos ndo permite
efetuar comparacOes entre 0s que usaram as mesmas técnicas, a exposi¢ao das técnicas

de crosslinking utilizadas é meramente informativa.

6. Comparacao de resultados dos testes de degradacéo

Uma vez que os testes de degradagdo diferiram entre cada estudo, desde a origem,
tamanho e tratamento das amostras, o protocolo do teste, os periodos de observagdo e o
método de medicdo, é necessario averiguar quais os fatores que podem ter influenciado

os resultados, antes de tracar comparacdes.

Os estudos 2 e 9 estudaram a degradacdo das esponjas de colagénio. Porém, os resultados
obtidos nos testes de degradacdo, ambos medidos através da gravimetria, diferiram
bastante, devido as diferentes metodologias utilizadas. O estudo 2 utilizou uma maior
concentracdo de colagenase, e como tal a sua amostra sem crosslinking degradou-se
completamente apos 1 h, enquanto no estudo 9, a amostra sem crosslinking se degradou
em 3 h.

Os estudos 3, 4 e 6 estudaram a degradacdo dos scaffolds de colagénio. O estudo 3 s
realizou um momento de avaliacdo, ao fim de 24 h, nos quais verificou que o scaffold
ndo-tratado se tinha degradado completamente, e o scaffold com crosslinking tinha
perdido 58,36 + 2,86 % da sua massa inicial, ndo apresentando o seu tempo de degradacao
completa. O estudo 4 apresentou os seus resultados de cinco formas diferentes (tempo de
degradacéo total, degradacao apds 7, 8 e 24 h e tempo de semi-vida) para as diferentes
amostras, 0 que por si SO se revela como uma limitacdo, ndo permitindo comparar 0s
resultados dentro do proprio estudo. O estudo 6 utilizou a metodologia mais precisa,
tendo recorrido a trés tipos de métodos de medicdo da degradacdo (micro-CT, ICS-OEP
e analise gravimétrica) e duas concentracfes de colagenase, e apresentou os resultados
em tempo de semi-vida para cada um dos métodos de medigdo, tendo a analise

gravimeétrica determinado os menores valores de tempo de semi-vida de ambas as
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amostras e o ICS-OEP os maiores, sendo o intervalo entre 2,27 a 3,71 dias para a menor

concentragdo de colagenase e de 1 a 1,5 dias para a maior concentracgéo.

Os estudos 7 e 8 estudaram a degradacgéo das esponjas de gelatina. Os estudos utilizaram
uma concentracdo de colagenase diferente, e como expectavel, obtiveram diferentes
resultados. Ambos utilizam o mesmo método de medicdo, a analise gravimétrica, e
enquanto no estudo 7, ao fim de 96 h as amostras da esponja preservavam cerca de 0,93
% do seu peso original, no estudo 8, as amostras degradaram-se completamente em

apenas 6 h.

Uma vez que apenas o estudo 1 estudou o hidrogel de colagénio e apenas o estudo 5

estudou o scaffold de gelatina, ndo poderao ser tracadas comparacdes para estes materiais.

25



Mecanismos de degradacdo das esponjas hemostaticas em cirurgia oral — Revisao sistematica

V. CONCLUSAO

A presente revisdo sistematica identificou uma lacuna na literatura, pois a pesquisa
evidenciou a auséncia de estudos in-vitro que utilizassem a saliva humana e uma
concentracdo de colagenase proxima da fisiologica para simular a dindmica do meio-oral.
Porém, foi possivel, com base na literatura existente, compreender 0s mecanismos
associados a degradacdo enzimatica do colagénio em biomateriais de colagénio e
gelatina, respondendo assim a primeira questdo de investigacdo. Foi ainda possivel

estabelecer um protocolo adequado para aplicacao futura.

Tendo em consideracdo os varios pontos apresentados ao longo da discussao, sugere-se
que em estudos futuros da biodegradacéo in-vitro dos biomateriais desenvolvidos para
uso na Medicina Dentaria, se utilize uma concentragdo de 0,02 U de colagenase (MMP-
8)/mL de saliva humana a 37° C, e que se efetuem momentos de medicdo a cada 24h até
que ocorra a degradacdo total. Relativamente ao método de medicdo da degradacéo,
apesar dos diferentes métodos influenciarem os resultados, nao é possivel afirmar que um
seja superior aos restantes. Como tal, a analise gravimétrica, pela sua acessibilidade,

podera ser utilizada.

Em resposta a segunda questdo de investigacdo, as principais falhas identificadas na
avaliacdo laboratorial dos mecanismos associados a degradacdo enzimatica do colagénio
em biomateriais de colagénio e gelatina foram a falta de uniformizacdo dos protocolos
utilizados nos testes de biodegradacdo, pois limitou as comparagOes entre estudos, as
concentragdes e tipos de colagenase empregados, uma vez que influenciaram a taxa de
degradacdo do colagénio e os intervalos de avaliacdo escolhidos, pois quando

inadequados, ndo permitiram identificar o tempo de degradacéo total.
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