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RESUMO  

 

“Não sei se a vida é curta ou longa para nós, mas sei 
que nada do que vivemos tem sentido, se não tocarmos o 
coração das pessoas. Muitas vezes basta ser: colo que acolhe, 
braço que envolve, palavra que conforta, silencio que 
respeita, alegria que contagia, lágrima que corre, olhar que 
acaricia, desejo que sacia, amor que promove. E isso não é 
coisa de outro mundo, é o que dá sentido à vida. É o que faz 
com que ela não seja nem curta, nem longa demais, mas que 
seja intensa, verdadeira, pura enquanto durar.” 

 
(Cora Coralina) 

 

 



 
 

  

RESUMO 

  

A reconstrução dos tecidos ósseos perdidos como conseqüência de processos patológicos 
ou traumáticos é um problema freqüente na odontologia. Várias técnicas têm sido desenvolvidas 
e aprimoradas, entre elas, a Regeneração Óssea Guiada (ROG), na qual uma membrana oclusiva 
é utilizada para selar o espaço do defeito ósseo, evitando, assim, a invasão de células dos tecidos 
epitelial e conjuntivo. Um biomaterial que vem sendo estudado para ser utilizada como 
membranas oclusivas é a celulose bacteriana (CB). A CB é produzida a partir da 
Gluconacetobacer xylinus e se difere de seu par vegetal, principalmente devido ao seu caráter de 
fibras nanométricas, contra o caráter micrométrico da vegetal. BCs são extraídas através da 
parede celular da G xylinus, com isso sua estrutura macroscópica é mecanicamente e fisicamente 
mais resistente, característica importante de membranas oclusivas. Uma das primeiras etapas para 
testes de novos materiais para uso clínico são os testes de biocompatibilidade. Dentre esses, a 
resposta tecidual frente ao implante subcutâneo fornece importantes informações sobre a resposta 
geral do organismo através do padrão inflamatório observado. Dessa forma, o estudo da resposta 
tecidual desse novo biomaterial faz-se necessário e de grande valia para futuras aplicações como 
membrana oclusiva para procedimento de ROG. Foram utilizados 18 ratos machos (Rattus 
norvegicus ,Wistar) os quais sofreram, cirurgicamente, 2 incisões no dorso para implante 
subcutâneo do material a ser testado, CB, bem como do PTFE (Politetrafluoretileno) material 
comercial comprovadamente biocompatível. Após 7, 15 e 60 dia, 6 animais foram eutanasiados, e 
a reação tecidual analisada microscopicamente, observando a presença de necrose, de cápsula 
fibrosa, células inflamatórias. Foram registradas 6 imagens de cada lâmina, nas quais foram 
contabilizadas a quantidade de células mononuclares, poliformonucleares e células gigantes, bem 
como a espessura da cápsula fibrosa. Os dados quantitativos foram avaliados de acordo com um 
score pré-estabelecido e a comparação dos resultados foi realizado pelo teste não paramétrico 
Kruskall Wallis e foram considerados estatisticamente diferentes quando P<0.05. A membrana 
de CB reagiu como o esperado, de forma que o número de células mononucleares teve um 
aumento com o passar do tempo e as células polimorfonucleares que eram abundantes nos 
períodos iniciais tiveram seu numero reduzido ao longo do processo,  fenômeno esse visto em 
uma reação de reparo normal. O resultado deste trabalho complementa estudos prévios a respeito 
da biocompatibilidade de CB, contribuindo para seu uso como biomaterial. 
 

Palavras-chave: Celulose Bacteriana. Biocompatibilidade. Reação tecidual. Resposta 
inflamatória. 
 

 
 
 

 
 

 
 
 
 



 
 

  

ABSTRACT 
 

The reconstruction of bone tissue lost as a result of traumatic or pathological processes is 
a common problem in dentistry. Several techniques have been developed and improved, 
including the Guided Bone  Regeneration(GBR), in which an occlusive membrane is used to seal 
the space of the bone defect, preventing invasion of epithelial cells and connective tissues. A 
biomaterial that has been studied for use as occlusive membranes is bacterial cellulose (BC). The 
BC is produced from Gluconacetobacer xylinus and differs from vegetable ones, mainly due to 
its character of nanoscale fibers, against micrometer character of the vegetation. BCs are 
extracted through the cell wall of G xylinus with a macroscopic structure that is mechanically and 
physically resistant that are important features of occlusive membranes. One of the first steps for 
new materials for the medical tests are biocompatibility tests. Among these, the tissue response to 
subcutaneous implantation provides important information about the general response of the body 
through the inflammatory pattern observed. Thus, the study of tissue response produced by this 
new biomaterial is necessary and valuable for future applications as occlusive membrane for 
GBR. Eighteen male rats (Rattus norvegicus, Wistar) were used in which two surgically incisions 
in the dorsal subcutaneous were made to implant  the material to be tested, CB, and PTFE 
(polytetrafluoroethylene) a biocompatible commercial material. After 7, 15 and 60 days, 6 
animals were euthanized, and tissue reaction examined microscopically by observing the 
presence of necrosis, fibrous capsule, inflammatory cells. Six images of each sample were used to 
account the amount of mononuclars and polymorphonuclears and giant cells, and also fibrous 
capsule presence. Quantitative data were evaluated according to a predetermined score and the 
comparison of the results was performed by the nonparametric Kruskal Wallis test and were 
considered statistically different when p <0.05. The  CB membrane produced the same 
inflammatory pattern of PTFE. The number of mononuclear cells was increased with time and 
polymorphonuclear cells that were abundant in the initial stages were reducing in number during 
the process, a phenomenon seen in a reaction normal repair. The result of this work adds previous 
studies on the biocompatibility of CB, contributing to its use as a biomaterial. 
 

Keywords: Bacterial Cellulose. Bicompatibility. Tissue reaction. Inflammatory response. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A necessidade de desenvolvimento de novos materiais e da adaptação dos já existentes, 

para uso biotecnológico, levaram ao surgimento de uma nova área de pesquisa: os biomateriais. 

Uma das definições correntes diz que biomateriais são “materiais (sintéticos ou naturais; sólidos 

ou, às vezes, líquidos) utilizados em dispositivos médicos ou em contato com sistemas 

biológicos”(1). Outra definição encontrada na literatura é “parte de um sistema que trata, aumenta 

ou substitua qualquer tecido, órgão ou função do corpo”(2). 

A ciência dos biomateriais vem experimentando grandes progressos nos últimos anos, 

particularmente nas áreas da ortopedia e odontologia. A primeira geração de biomateriais 

consistia de materiais originalmente manufaturados para fins industriais e que foram adaptados 

para aplicações médicas. Estes estão sendo progressivamente substituídos por novos materiais 

que foram e estão sendo desenvolvidos e aperfeiçoados especificamente para fins cirúrgicos.  

A expansão das pesquisas tem acentuado a busca de novas classes de polímeros 

biodegradáveis e biocompatíveis com bioatividade específica e controlável (3), para serem 

usados como suportes para culturas celulares (scaffolds) (4), na tentativa de reconstruir tecidos in 

vitro. Nos últimos anos, uma grande variedade de biomateriais vem sendo desenvolvida com 

diferentes propriedades físico-químicas e mecânicas, dependendo da aplicação biomédica 

prevista, incluindo regeneração tecidual, sistemas de liberação de medicamentos, novos enxertos 

vasculares, ou suportes para engenharia de tecidos in vitro e in vivo (5,6). Assim, para que um 

biomaterial possa ser vinculado ao corpo humano ele deve satisfazer a uma série de exigências. 

Além de biocompatível e biofuncional, deve ser atóxico, fácil de esterilizar e apresentar 

propriedades mecânicas adequadas, dependendo do propósito da aplicação (7). De um modo 

geral um material biocompatível não deve provocar reação inflamatória crônica ou aguda do 

tecido e não deve apresentar diferenças significativas entre o material implantado e o material 

circunvizinho. O biomaterial deve garantir não só a restauração do tecido, mas também deve 

garantir que não exerça, a longo ou médio prazo, qualquer distúrbio ao corpo do paciente. 

Portanto, a escolha do material é crítica. Obter a biocompatibilidade representa uma tarefa 

interdisciplinar, que envolve pesquisadores de varias áreas. Dessa maneira, a interação das 

células com as superfícies dos materiais é de extrema importância na efetividade de implantes 

médicos (8), podendo definir o seu grau de rejeição. O conhecimento dos mecanismos básicos de 

interação célula-material e um melhor entendimento dos processos em nível celular durante a 
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adesão podem colaborar para o desenvolvimento de novos biomateriais e para o desenvolvimento 

de novos produtos biomédicos (9). 

Através do processo inflamatório que os tecidos vivos reagem contra todas as agressões, 

incluindo o ato cirúrgico e a interação entre tecidos e “corpo estranho”, no caso o biomaterial. A 

reação inflamatória apresenta respostas benéficas e maléficas ao organismo (10). 

 Se não houvesse processo inflamatório, microrganismos estariam livres para penetrar nas 

mucosas e feridas, proliferar, disseminar e comprometer o hospedeiro. A inflamação é 

fundamental para cicatrização e reparo de feridas (10). 

Existem ocasiões onde o processo inflamatório pode interferir na função do órgão 

acometido, podendo até mesmo levar a uma condição mais ameaçadora que a agressão inicial, 

assumindo a inflamação um papel destrutivo (10). 

 A cirurgia de implantação de biomaterial representa um trauma, capaz por si só de 

induzir uma resposta inflamatória. Além disso dependendo da natureza e características do 

biomaterial empregado, o organismo pode identificar componentes estranhos e reagir 

imunológica e inflamatoriamente a sua presença (10). 

Os testes de toxicidade para avaliação dos efeitos biológicos dos biomateriais dentários 

são divididos em três grupos, correspondendo aos testes primário (nível I), secundário (nível II) e 

de uso pré-clínico (nível III) que compreendem respectivamente as análises de citotoxicidade e 

potencial irritante; de toxicidade; e de testes de uso pela observação das reações teciduais após a 

inserção do material em dentes humanos. Os testes de nível I podem ser feitos tanto in vitro 

quanto in vivo. Nos testes in vitro avaliam-se as propriedades do material diretamente em cultura 

de células que reagem aos efeitos dos produtos analisados. Os testes in vivo baseiam-se 

principalmente na implantação subcutânea, intramuscular ou óssea dos materiais em animais 

(ratos, coelhos, etc). Após diferentes períodos pós-implante do material no tecido (que varia de 

semana a meses), o tecido adjacente é analisado macroscopicamente e microscopicamente. Nos 

primeiros períodos pós-implante, a resposta inflamatória é a principal característica a ser 

analisada. Em longo prazo, a natureza e a quantidade de encapsulamento fibroso é avaliado. 

Diferente dos estudos in vitro, os implantes in vivo fornecem informações sobre a remoção de 

substâncias dos tecidos e sobre a resposta geral do organismo frente ao implante do novo 

material, através da resposta inflamatória. Portanto, esse tipo de estudo é a alternativa mais 
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próxima ao que ocorre no paciente em relação aos experimentos com cultura de células (7). Tem 

sido utilizado com sucesso em pesquisas envolvendo novos materiais (11-14). 

Embora seja considerada uma reação local, a inflamação causa reações gerais em 

consequência da ação direta de componentes do agente inflamatório, liberação de substâncias de 

ação geral por células que participam do processo inflamatório, fagocitose, lise até a coagulação 

do sangue (10). 

As propriedades físico químicas dos compósitos do biomaterial, assim como a topografia 

e forma do material na interface com os tecidos ajudarão a definir o tipo, a intensidade e a 

duração da resposta inflamatória. O tecido de granulação (macrófagos, fibroblastos e 

angiogênese) e células grandes (tipo corpo estranho) poderão compor a reação quando o 

organismo reconhece no implante um corpo estranho. Por outro lado, se o implante for de 

material mais inerte e interagir adequadamente com os tecidos conjuntivos, a resposta 

inflamatória poderá ser mínima, com rápida reabsorção por apoptose das células inflamatórias, 

podendo gerar apenas uma cápsula de tecido conjuntivo fibroso de espessura variável.(10) 

Um biomaterial que vem sendo estudado para procedimentos de reparo ósseo é a Celulose 

bacteriana(15). A celulose produzida por bactérias possui a mesma estrutura química da celulose 

produzida por plantas, porém é morfologicamente diferente. Enquanto a celulose sintetizada por 

plantas necessita de processos de purificação complexos, dispendiosos e altamente poluentes para 

a extração da lignina e da hemicelulose, o processo de obtenção e de purificação de celulose 

bacteriana (CB) é bastante simples (16). A CB é produzida a partir da Gluconacetobacer xylinus 

e se difere de seu par vegetal, principalmente devido ao seu caráter de fibras nanométricas, contra 

o caráter micrométrico da vegetal. CBs são extraídas através da parede celular da G xylinus, com 

isso sua estrutura macroscópica é mecanicamente e fisicamente mais resistente, característica 

importante de membranas oclusivas. A membrana de CB é altamente hidratada, apresenta alta 

elasticidade, resistência mecânica e é facilmente moldável. A membrana possui uma estrutura 3D 

composta de uma rede ultrafina de “nanoceluloses”, o que resulta em uma grande superfície 

contendo nanoporos. Já vem sendo utilizada em algumas aplicações como substitutos de pele e 

curativos (17). Outras características importantes apresentadas pelas CBs de modo geral são a 

bicompatibilidade, bioinerticidade, biodegradabiliade e permeabilidade. 

Inicialmente, a produção de celulose por bactérias do gênero Gluconacetobacter foi vista 

como uma forma de estudar as vias metabólicas de biossíntese deste biopolímero e extrapolá-las 
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para o processo em plantas. Contudo, o desenvolvimento de processos de produção de CB tomou 

novos caminhos. A CB obtida por essas bactérias tem sido produzida industrialmente e utilizada 

em diversas aplicações, desde membranas para aparelhos de áudio de alta qualidade até materiais 

para a área biomédica, como adjuvante em tratamento de lesões da pele como curativos no 

tratamento de lesões, queimaduras e úlceras; visto que auxilia no alívio das dores causadas pelas 

feridas, protege contra infecções e acelera o processo de cicatrização(18) (19). Estudos recentes 

têm explorado novas aplicações como, por exemplo, a produção de pequenos vasos 

sanguíneos(20) e arcabouços (scaffolds) para engenharia de tecidos (21). 

A CB pode ser produzida 365 dias por ano, independente das condições climáticas ou 

ambientais, sua produção através do cultivo de G. xylinus em ambiente laboratorial ou 

controlado, permite essa capacidade. Apesar de todas essas qualidades, ainda não existe uma 

planta de produção de CB em grande escala, devido à falta de otimização do cultivo, ocasionando 

baixos rendimentos, incompatíveis com a demanda por celulose. Existe atualmente, um grande 

interesse com relação ao aumento substancial da produtividade da CB, diversos autores têm 

trabalhado sobre este enfoque, utilizando diferentes formas de cultivo como em biorreatores e 

cultivos agitados, em contraste com o cultivo tradicional de meio de cultivo estático, além de 

variações nas condições de suplementação (22). 

A CB é biocompatível, porém possui lenta degradação no corpo humano, devido à 

ausência de enzimas capazes de romper as ligações químicas entre as moléculas de glicose(23). É 

de interesse científico e tecnológico a busca de propriedades que direcionem a formação de novos 

tecidos, por exemplo, tecido ósseo e/ou cartilaginoso, em materiais de degradação lenta e/ou 

controlada. Trabalhos reportando o desenvolvimento de biomateriais compósitos de CB com 

essas propriedades, tais como celulose bacteriana-glucomanana(24)(25) têm tido crescente 

interesse na literatura. 

Sendo assim, esse projeto propõe o estudo da reação tecidual do novo biomaterial, 

Celulose bacteriana obtida por Gluconacetobacer xylinus através de implante subcutâneo do 

mesmo no dorso de ratos, para que futuramente o mesmo seja utilizado como membrana oclusiva 

na odontologia. 

Na literatura observamos que, para a avaliação da biocompatibilidade do enxerto em 

relação ao tecido hospedeiro, existem vários métodos. Têm-se: cultura de células e tecidos, 

análise histoquímica (26), estudos bioquímicos (27), estudos histológicos e estudos de perfusão 
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de todo um órgão. Existem também medidas de peso, rigidez, elasticidade, alongamento, quebras 

na mecânica e alterações na superfície que podem ser revelados na microscopia eletrônica 

(28). Porém, o método mais utilizado em estudos experimentais é a análise histológica. Neste 

trabalho optamos pela análise histológica por ser um método simples e por fornecer informações 

gerais da resposta tecidual ao material implantado. 

Uma ferida é representada pela interrupção da continuidade de um tecido corpóreo, em 

maior ou menor extensão, causada por qualquer tipo de trauma físico, químico, mecânico ou 

desencadeado por uma enfermidade clínica que aciona de imediato as frentes de defesa orgânicas 

para reparo. O manejo tradicional de um ferimento envolve a desinfecção, debridamento e 

previsão de um ambiente úmido que estimule o estabelecimento do melhor ambiente para que 

ocorra o processo natural de cura (29). O processo de reparação tecidual compreende dois 

mecanismos de restauração: regeneração e cicatrização. A regeneração ocorre com a reposição 

tecidual original. O trauma inicial gera uma resposta inflamatória aguda que se manifesta através 

de edema, formação de exudato seroso, rico em leucócitos em torno de 72 horas. As células 

epidérmicas das margens da ferida começam a proliferar e migrar sobre o leito da ferida, 

ocluindo sua superfície, promovendo a cicatrização(30).Assim, a cicatrização é dividida em três 

fases fundamentais: inflamatória, proliferativa e maturação. 

Na fase inflamatória, ocorre fenômenos vasculares e químicos, destacando se o aumento 

da permeabilidade vascular, causada pela liberação de histamina e serotonina. Segue se a 

formação de bradicinina e prostaglandina, a partir de globulinas plasmáticas, que levam a 

prorrogação do processo e permite a chegada de granulócitos e monócitos. Os primeiros 

desempenham importante papel na remoção de resíduos celulares no local da lesão. Essa fase 

também consiste no recrutamento de leucócitos para o local da lesão. Os neutrófilos são as 

primeiras células inflamatórias a aparecer, mas na ausência de infecção e restos celulares, 

diminuem rapidamente em número(31). 

Na fase proliferativa, a lesão é recoberta por tecido epitelial. É nesta fase que aparecem os 

fibroblastos, de origem discutida e que apresentam intensa capacidade de síntese proteica e 

multiplicação celular, produzindo uma substância fundamental (mucopolissacarídeos, glico e 

muco proteínas) e o colágeno. Ocorre proliferação de capilares a partir de resíduos venulares. As 

células endoteliais, a medida que se multiplicam, atraem-se tendendo a formar vasos. Nessa fase 

há proliferação celular de fibroblastos, macrófagos e vasos sanguíneos, além da proliferação e 



15 
 

  

migração de queratocitos, células endoteliais e reepitelização, formando tecido de granulação 

com grande quantidade de colágeno tipo III (32). 

Na última fase, a maturação, a maioria das fibras colágeno tipo III é substituída por fibras 

tipo I, e o excesso de colágeno é degrado por enzimas proteolíticas que promove a remodelação 

do tecido.(33) Nessa mesma fase, na medida que o colágeno vai sendo produzido, ocorre a 

oclusão da ferida, os capilares se organizam, os fibroblastos diminuem em número e observa-se a 

queda da produção de substância fundamental. As fases da cicatrização não são processos 

isolados, apresentam dinamismo visível, que, com frequência, sobrepõe se uns aos outros. Numa 

mesma fase, podemos encontrar os elementos da fase subsequente. (34) 
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2 OBJETIVOS 

 

 Apresentam-se nas seções abaixo o objetivo geral e os objetivos específicos da pesquisa. 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a resposta tecidual do novo biomaterial composto de Celulose bacteriana 

produzida a partir de Gluconacetobacer xylinus através do implante subcutâneo do mesmo.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a) Avaliar o padrão inflamatório após o implante subcutâneo do novo biomaterial de 

CB; 

b) Avaliar o padrão inflamatório após implante subcutâneo de PTFE 

(politetrafluretileno), material comprovadamente biocompatível e considerado 

padrão ouro para ROG, através de análise microscópica; 

c) Comparar os padrões, através de teste estatístico (Kruskal Wallis), e assim analisar 

a biocompatibilidade do novo biomaterial. 
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3 METODOLOGIA  

 

Apresentam-se abaixo a metodologia utilizada na pesquisa. 

 

3.1 PREPARO DA MEMBRANA DE CELULOSE BACTERIANA 

 

A membrana de celulose bacteriana (CB) foi produzida com a colaboração de Prof. Dra. 

Márcia R. Morais Chaves, da Universidade Sagrado Coração. Resumidamente, a CB, sintetizada 

pela bactéria Gluconacetobacter xylinus, ocorreu em meio de cultura Alaban (comercial) a 30° C 

por um período de 6 dias, sob condições estáticas, em erlenmeyer de 200 mL, adicionado, para 

cada 100 mL do meio de cultura, 5% da cultura da bactéria. Após esse processo, as membranas 

foram lavadas e purificadas. Para tanto, após seis dias de inoculação, as membranas de CB foram 

retiradas dos respectivos frascos de Erlenmeyer e lavadas com uma solução de 5%  (m/v) de 

hidróxido de sódio sob aquecimento em uma temperatura de aproximadamente 80°C por 30 

minutos. Este procedimento foi repetido de 8 vezes, até que se obteve uma celulose de coloração 

branca (Figura1). Posteriormente, lavagens adicionais com água corrente foram realizadas, até 

neutralizar o pH, e com água destilada para remoção dos sais (Figura 2). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Após esses passos, a membrana foi seca em estufa a 50ºC (Medicate), por três dias, sendo 

que a cada duas horas, a membrana era descolada do recipiente e pesada em balança analítica  

para controlar a secagem e garantir que toda umidade fosse extraída (Figuras 3 e 4). 
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A membrana foi marcada e cortada em quadrados de 0,5 cm X 0,5 cm. Para diminuir a 

agressão tecidual, as pontas dos quadrados de membrana foram retiradas, deixando os com 

extremidades levemente arredondadas. Após essa etapa, os fragmentos foram acondicionados em 

placas de Petri, seladas e esterilizadas no IPEN, por meio da radiação gama com dose de 25kGy. 

O mesmo procedimento de preparo (corte e esterilização) foi realizado com o material de 

controle PTFE (Politetrafluoretileno) (figura 5). A figura 6 mostram os biomateriais lacrados, 

antes do procedimento cirúrgico.  

 

Uma fração do material foi submetido ao registro de imagens por Microscopia Eletrônica 

de Varredura (MEV), equipamento Zeiss,  e a figura 7 mostra a imagem obtida. 
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3.2 LOCAL E GRUPOS DE ESTUDO  

 

Foram utilizados 18 ratos machos adultos (rattus novergicus) linhagem Wistar, obtidos do 

Biotério da Universidade Sagrado Coração (USC). Durante o período experimental, foram 

mantidos em caixas plásticas, alimentados com água e ração ad libtum, em ambiente com 

temperatura e luz controladas (ciclos de 12 horas). Os animais foram aleatoriamente distribuídos 

em 3 grupos e foram submetidos a cirurgia de implante subcutâneo do material a ser testado, 

membrana de CB  bem como do PTFE (Politetrafluoretileno). Após 7, 15 e 60 dias, 6 animais 

foram submetidos à eutanásia e a reação tecidual analisada microscopicamente.  

 
3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

Os 18 animais foram submetidos a procedimento cirúrgico, sob anestesia geral, para 

posterior implante dos biomateriais no dorso, de acordo com a tabela 1 a seguir: 

 

Tabela 1 - Distribuição dos grupos experimentais 

Grupos Numero de animais Período de Preservação 
A 6 7 dias 
B 6 15 dias 
C 6 60 dias 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

Figura 7: Imagem de Microscopia Eletrônica de Varredura das superfícies dos 
materiais antes do implante subcutâneo no dorso dos animais. 
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Em cada animal foi implantado uma fração de cada biomaterial, sendo eles, membrana de 

CB e membranas de PTFE, ao qual tomamos o cuidado de não repetir a localização dentro do 

mesmo grupo, e assim descartarmos a possível influência da localização do implante nos 

resultados. 

Após os períodos de preservação citados no quadro acima os animais foram submetidos a 

eutanásia por uso de dose letal de barbitúricos. As áreas contendo os materiais implantados foram 

coletadas para realização das análises. 

 
3.4 PROCEDIMENTOS CIRÚRGICOS 

 

Foi medida a massa dos ratos e feito uma média dos valores para determinar a dose dos 

anestésicos (figura 7). Administrou-se um relaxante muscular de cloridrato de xilazina 

(Rompum-Bayer, São Paulo, Brazil) 13mg/kg de peso corpóreo, somado a um anestésico geral de 

cloridrato de Ketamina (Dopalen – Vetbrands) 87mg/kg de peso corpóreo pela técnica da 

aplicação intraperitoneal. (figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Após a anestesia foi feita a remoção dos pêlos do dorso dos ratos (figura 9) onde o 

material seria implantado, antissepsia com gaze embebida em clorexidina 2% com auxílio de 

porta agulha. (Figura10).  
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Então sobre a montagem dos campos estéreis (Figura 11), confeccionou-se duas incisões 

de aproximadamente 0,5cm com lâmina de bisturi nº 15 no dorso dos animais, sendo que uma das 

incisões corresponde ao leito responsável pelo implante da membrana de PTFE e a segunda 

incisão, o local de escolha para colocação da membrana de celulose bacteriana (figura 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A seguir, foi realizada a divulsão dos tecidos com tesoura de ponta romba (figura13) para 

adaptação dos biomateriais no subcutâneo e manter a membrana afastada da região do ponto da 

sutura, para que não houvesse interferências na resposta inflamatória. A figura 14 mostra a 

acomodação das membranas nas incisões (figura 14). No corte superior foi inserida a membrana 
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de celulose bacteriana, na incisão inferior, foi colocada a membrana de PTFE. O posicionamento 

foi feito com auxilio de pinças. 

 

A sutura das incisões foi realizada com fio de nylon 4-0 (figura15), com auxílio de porta 

agulha e pinça. Um ponto simples foi o suficiente para coaptar as bordas do tecido. Aplicou-se 

antimicrobiano (Enrofloxacino 10mg/kg, subcutâneo 1x ao dia por 7 dias) e dipirona sódica 

(25mg/kg, subcutâneo, 2x ao dia por 3 dias). As eutanásias foram programadas para os períodos 

de 7, 15 e 60 dias.   

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

A eutanásia foi induzida por meio de sobredosagem de barbitúricos, associação de 

Tiopental (150mg/kg) e Cloridrato de Lidocaina (10mg/kg). A aplicação foi feita por via 

intraperiotoneal, com seringas descartáveis para aplicação de insulinas em pacientes diabéticos. 
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Após a ação da solução eutanasiante, incisionou-se  novamente o centro dorso com lâmina de 

bisturi numero 21. Foi realizada uma incisão única e estendida para localização dos biomateriais 

implantados no subcutâneo. Recortou-se, então, individualmente, os tecidos ao redor de cada 

biomaterial de forma circular com uma tesoura cirúrgica reta.  As peças coletadas foram fixadas 

em formol 10% para processamento histológico. 

 

3.4.1 Análise Macroscópica 

 

Os espécimes foram analisados macroscopicamente nas suas dimensões, coloração e 

fotografados em lente de aproximação.  

 

3.4.2 Análise Microscópica   

  

As peças foram fixadas em formol a 10% por 48 horas para inclusão em parafina. Após o 

período de manutenção no formol, foram cortadas ao meio, na região central do biomaterial, com 

o uso de lâmina de aço (figura 16 e figura 17) a fim de se obter cortes histológicos com a maior 

extensão do biomaterial e tecido adjacente. Posteriormente as peças foram inclusas em parafina 

para confecção dos cortes histológicos. 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

O

s cortes microscópicos foram obtidos no sentido longitudinal com seis micrômetros de espessura 

e corados pelo método da hematoxilina/eosina. Foram analisados e descritos em todas as suas 
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peculiaridades, selecionados e fotografados os dados mais relevantes, no próprio microscópio, 

para a competente comprovação.  

A seleção das regiões para análise foi feita de forma padronizada. Em torno da membrana 

foram escolhidas seis áreas, sendo uma em cada ponta da membrana, duas mais ao centro 

superior e duas ao centro inferior, em lente de aumento 40x (Figura18)   

 

 
 

 

Para a avaliação do padrão inflamatório, foi adotado o procedimento de Yaltric (35), o 

mesmo utilizado por Marques et al (12) , seguindo o score descrito na tabela 2. 

 

Tabela 2 - Scores da resposta inflamatória 

Resposta Inflamatória        Score 

Ausente: nenhuma célula 1 

Discreta: < 25 células 2 

Moderada: entre 25 e 125 células 3 

Severa: > 125 4 

Fonte: Yaltric (2004). 

Figura18: Padrão de seleção das áreas analisadas 
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4 RESULTADOS 

 

TEXTO... 
 

4.1 ANÁLISE MACROSCÓPICA 

 
Durante o período experimental, não houve perda de animais e nenhum dos animais 

apresentou sinais de quadro de dor. Após a eutanásia ser realizada os animais foram incisionados 

no dorso com lâmina de bisturi 21 para remoção dos implantes subcutâneos. A figura 19 mostra o 

aspecto dos biomateriais após 7 dias de proservação, que mostra que não há sinais de necrose. 

Apresenta sinais de inflamação como área sutilmente edemaciada, área com hematoma devido ao 

trauma da incisão, a resposta tecidual não foi severa. A membrana de PTFE foi ligeiramente mais 

difícil de ser encontrada 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
4.2 ANÁLISE MICROSCÓPICA 

 
 A análise foi feita em microscópio óptico a partir de tomadas fotográficas das lâminas, 

sendo primeiramente realizada a panorâmica da membrana em lente de menor aumento 4x 

(Figura 20). Com o aumento da lente para 40x, segundo já descrito, foram analisadas 6 áreas de 

cada lâmina como exemplifica a Figura 21 foi realizada a contagem de células inflamatórias 

Figura 19:Materiais região subcutânea e após a remoção. 
A- CB 

B- PTFE 
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(mononucleares e polimorfonucleares) para comparar o número de células presentes na reação do 

implante subcutâneo em cada uma das peças. 

 
Figura 20 - Imagens panorâmicas de cada membrana em cada período  

        Fonte: Elaborada pelo autor. 
 
 
 
 
 
 
 

60 dias 
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Figura 21 - Imagens das lâminas de cada membrana em cada período  
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

4.3 ANÁLISE MORFOMÉTRICA 

 

A fim de se analisar quantitativamente o número de células inflamatórias originado do 

implante de cada material, realizou-se a comparação entre o número de células encontradas em 

cada período. A figura 22 representa o gráfico Box-Plot (mediana e quartis) do número de células 

inflamatórias mononucleares (A) e Polimorfonucleares (B) no período de 7 dias para cada 
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material estudado. Letras iguais em cada gráfico indicam os grupos os quais houve diferenças 

estatísticas significantes (p<0.05) de acordo com o teste Kruskal Wallis, seguido de Student 

Newman Keuls. Da mesma forma, as figuras 23 e 24 mostram essa representação para os 

períodos de 15 e 60 dias. 

As figuras 25 e 26 mostram como variaram o número de células mononucleares e 

polimorfonucleares ao longo do tempo para cada tipo de material estudado. 

 

Figura 22 - Gráfico Box Plot (Mediana e Quartis) do 
número de células inflamatórias relativo 
ao período de 7 dias (A) Mononucleares e 
(B) Polimorfonucleares. 
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Fonte: Elaborada pelo autor. 
Nota: Em cada gráfico, letras iguais indicam os resultados 

diferentes estatisticamente significantes (p<0.05, Kruskal 
Wallis, Student Newman Keuls) 
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Figura 23 - Gráfico Box Plot (Mediana e Quartis) do 
número de células inflamatórias relativo 
ao período de 15 dias (A) Mononucleares 
e (B) Polimorfonucleares. 
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Fonte: Elaborada pelo autor. 
Nota: Em cada gráfico, letras iguais indicam os 

resultados diferentes estatisticamente 
significantes (p<0.05, Kruskal Wallis, Student 
Newman Keuls) 
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Figura 24 - Gráfico Box Plot (Mediana e Quartis) 
do número de células inflamatórias 
relativo ao período de 60 dias (A) 
Mononucleares e (B) Polimorfonucleares 
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Fonte: Elaborada pelo autor. 
Nota: Em cada gráfico, letras iguais indicam os 

resultados diferentes estatisticamente 
significantes (p<0.05, Kruskal Wallis, Student 
Newman Keuls) 
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Figura 25 - Gráfico Box Plot (Mediana e Quartis) do 
número de células mononucleares 
encontradas ao longo do tempo devido ao 
implante dos materiais (A) PTFE (B) 
Celulose Bacteriana (CB). 
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Fonte: Elaborada pelo autor. 
Nota: Em cada gráfico, letras iguais indicam os 

resultados diferentes estatisticamente 
significantes (p<0.05, Kruskal Wallis, Student 
Newman Keuls) 
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Figura 26 - Gráfico Box Plot (Mediana e 
Quartis) do número de 
células polimorfononucleares 
encontradas ao longo do 
tempo devido ao implante 
dos materiais (A) PTFE (B) 
Celulose Bacteriana (CB). 
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Fonte: Elaborada pelo autor. 
Nota: Em cada gráfico, letras iguais indicam os 

resultados diferentes estatisticamente 
significantes (p<0.05, Kruskal Wallis, Student 
Newman Keuls) 
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A fim de se analisar qualitativamente o padrão inflamatório, o número de células 

mononucleares e polimorfonucleares contadas em cada imagem foram somadas e classificadas de 

acordo com os scores dados na tabela 1. O valor do score mais frequente foi atribuído como score 

da lâmina. A tabela 3 sumariza os resultados obtidos. Não foram encontradas diferenças 

estatísticas significantes (p>0.05, Kruskal Wallis, Student Newman Keuls) 

 

 

Tabela 3 - Razão do número de lâminas no score (tabela 1) e total de 
lâminas analisadas de acordo com o período e materiais 
estudados. 

 PTFE Celulose Bacteriana (CB) 

Período/score 1 2 3 4 1 2 3 4 

7 dias  0/6 3/6 3/6 0/6 0/6 2/6 4/6 0/6 

15 dias 0/6 0/6 6/6 0/6 0/6 0/6 6/6 0/6 

60 dias 0/6 0/6 6/6 0/6 0/6 0/6 6/6 0/6 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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5 DISCUSSÃO 

 

Apresentar resposta biológica apropriada a uma determinada aplicação e ser compatível 

aos tecidos vivos é o significado de biocompatibilidade. Para avaliar a capacidade de um material 

ser biocompativel é necessária a realização de testes para saber se o mesmo obedece aos 

parâmetros de qualidade e segurança para futuras aplicações clínica.  

Testes in vitro ainda têm suas limitações, sendo necessários testes in vivo, uma vez que 

somente a partir de testes com animais que é possível avaliar a compatibilidade tecidual do 

material a ser testado. A CB é uma membrana produzida através da extração da parede celular da 

bactéria Gluconacetobacer Xylinus que vem sido estudada como possível novo biomaterial em 

aplicações para regeneração óssea guiada. Apesar desta membrana já ter uso clínico em algumas 

áreas de especialidade médica, mais testes são necessários e devem ser aprimorados até o uso 

deste novo biomaterial para finalidade odontológica. Assim, com o objetivo de se ter mais 

informações sobre sua biocompatibiliadade, neste trabalho foram realizados implantes 

subcutâneos no dorso de ratos machos para analisar a evolução da resposta tecidual, sendo este 

método o meio mais apropriado para sua aplicação.  

Previamente ao implante, foi realizado o estudo morfológico do biomaterial com 

Microscopia Eletrônica de Varredura a análise da superfície de CB e PTFE (material comercial e 

comprovadamente biocompatível) e a imagem resultante foi de superfície lisa e sem grandes 

porosidades e rugosidades (figura 7), indicando similaridades quanto à morfologia. 

 Foram avaliadas as respostas macroscópicas e microscópicas de ambas as membranas. 

Na análise macroscópica foi observado que nenhum dos biomateriais apresentou rejeição tecidual 

ou áreas de necrose e sem reações inflamatórias severas, já mostrando possível biocompatilidade. 

A análise microscópica qualitativa mostra as membranas em cada período e a formação de 

cápsula fibrosa envolvendo o material a partir do tecido de granulação que gradativamente foi se 

organizando em torno do biomaterial até que toda membrana fosse encapsulada (figura 20), 

resultado de um mecanismo de defesa chamado de “reação de corpo estranho”.  

 Assim como no trabalho de Marques et al (12), os parâmetros para análise microscópica 

foram os mesmo, a contagem de células polimorfonucleares e de mononucleares. A figura 21 

ilustra imagens obtidas dos tecidos adjacentes aos materiais estudados, nos diferentes períodos de 
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estudo, e que foram utilizadas para as contagens onde podemos observar células mononucleares e 

polimorfonucleares. 

Analisando cada um dos gráficos, temos que nos períodos iniciais de 7 e 15 dias (Figuras 

22 e 23) tanto células mononucleares, bem como células polimorfonucleares não apresentam 

diferenças nas contagens, p>0.05, indicando que a resposta tecidual foi a mesma para as duas 

membranas. Já no do período de 60 dias as células inflamatórias apresentaram-se em maior 

quantidade nos tecidos após implante da membrana de CB em relação à membrana de PTFE 

(figura 24). 

Quando comparamos a evolução da resposta tecidual de cada tipo de célula nos diferentes 

períodos, observamos que o número de células mononucleares de PTFE aumentou quando 

comparados os períodos de 7 e 60 dias. Já a quantidade de células mononucleares de CB em 

todos os períodos aumentou significativamente (Figura 25). Analisando a quantidade de células 

polimorfonucleares nos diferentes períodos de cada uma das membranas, vemos que tanto para 

CB como na PTFE houve uma diminuição do número de células em questão de forma 

significativa em cada um dos períodos, salvo que no período de 60 dias de CB que foi contado 

um valor maior de polimorfonucleares do que no período de 15 dias.   

A tabela 3 apresenta resultado da atribuição de Scores para o número de células presentes 

na lâmina, sendo 1 o valor atribuído quando havia ausência de células, 2 quando a quantidade 

presente era menor que 25 células, 3 para números entre 25 e 125 células (35).  E a resultante da 

análise foi que após a atribuição dos scores 3 laminas das 6 de PTFE no período de sete dias 

foram classificadas no score 2 e 3 laminas das 6 no score 3. Para a CB 2 lâminas foram 

classificadas no score 2 e 4 com score 3. Nos demais períodos 6 lâminas de 6 foram classificadas 

com score 3 em ambas as membranas. Não há diferença estatística significante entre esses 

padrões. Sendo assim, apesar da contagens do número de células apresentar diferença entre os 

materiais nos períodos de 15 e 60, a resposta inflamatória de ambas foi a mesma,  mais uma vez 

mostrando a similaridade entre os materiais e possível biocompatibilidade. 

Saska et al (15) mostraram que a Celulose bacteriana não apresenta citotoxicidade, ação 

mutagênica e genotoxicidade. A CB favorece a proliferação de fibroblastos que é responsável 

pela formação de matriz extracelular que possibilitará a cicatrização, mostrando possível 

biocompatibilidade em testes in vitro. Sendo assim, os resultados desse trabalho complementam 

esse estudo prévio, demonstrando que, in vivo a CB exibe o mesmo padrão de resposta tecidual 
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quando comparada PTFE já comprovadamente biocompatível, e, dessa forma, contribuindo para 

que a CB possa futuramente ser empregada com segurança como biomaterial. 
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6 CONCLUSÃO 

 
 Os resultados deste trabalho mostram que o padrão inflamatório após implante 

subcutâneo de CB foi semelhante a membrana de PTFE, material comprovadamente 

biocompatível (p>0.05, Kruskal Wallis).  Ambos biomateriais exibiram aumento de número de 

células mononucleares ao longo dos períodos analisados e  redução de polimorfonucleares, que 

eram abundantes nos períodos iniciais e tiveram seu número reduzido ao longo do processo,  

fenômeno esse visto em uma reação de reparo normal. 
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ANEXO A – PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA 

 

 


