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RESUMO

A reconstrucgdo dos tecidos 6sseos perdidos como conseqliéncia de processos patologicos
ou traumaticos é um problema frequiente na odontologia. Vérias técnicas tém sido desenvolvidas
e aprimoradas, entre elas, a Regeneracdo Ossea Guiada (ROG), na qual uma membrana oclusiva
é utilizada para selar o espago do defeito 0sseo, evitando, assim, a invasao 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 carater de
fibras nanométricas, contra o carater micrométrico da vegetal. BCs sdo extraidas através da
parede celular da G xylinus, com isso sua estrutura macroscopica é mecanicamente e fisicamente
mais resistente, caracteristica importante de membranas oclusivas. Uma das primeiras etapas para
testes de novos materiais para uso clinico sdo os testes de biocompatibilidade. Dentre esses, a
resposta tecidual frente ao implante subcutaneo fornece importantes informag6es sobre a resposta
geral do organismo através do padréo inflamatdrio observado. Dessa forma, o estudo da resposta
tecidual desse novo biomaterial faz-se necessario e de grande valia para futuras aplicacbes como
membrana oclusiva para procedimento de ROG. Foram utilizados 18 ratos machos (Rattus
norvegicus ,Wistar) os quais sofreram, cirurgicamente, 2 incisdes no dorso para implante
subcutaneo do material a ser testado, CB, bem como do PTFE (Politetrafluoretileno) material
comercial comprovadamente biocompativel. Apos 7, 15 e 60 dia, 6 animais foram eutanasiados, e
a reacdo tecidual analisada microscopicamente, observando a presenca de necrose, de capsula
fibrosa, células inflamatérias. Foram registradas 6 imagens de cada lamina, nas quais foram
contabilizadas a quantidade de células mononuclares, poliformonucleares e células gigantes, bem
como a espessura da capsula fibrosa. Os dados quantitativos foram avaliados de acordo com um
score pré-estabelecido e a comparagdo dos resultados foi realizado pelo teste ndo paramétrico
Kruskall Wallis e foram considerados estatisticamente diferentes quando P<0.05. A membrana
de CB reagiu como o esperado, de forma que o nimero de células mononucleares teve um
aumento com o passar do tempo e as células polimorfonucleares que eram abundantes nos
periodos iniciais tiveram seu numero reduzido ao longo do processo, fendmeno esse visto em
uma reacdo 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. Reacdo tecidual. Resposta
inflamatéria.



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 INTRODUCAO

A necessidade de desenvolvimento de novos materiais e da adaptacdo dos ja existentes,
para uso biotecnoldgico, levaram ao surgimento de uma nova area de pesquisa: 0s biomateriais.
Uma das defini¢fes correntes diz que biomateriais sdo “materiais (sintéticos ou naturais; solidos
ou, as vezes, liquidos) utilizados em dispositivos médicos ou em contato com sistemas
bioldgicos”(1). Outra definicdo encontrada na literatura é “parte de um sistema que trata, aumenta
ou substitua qualquer tecido, érgdo ou fungdo do corpo”(2).

A ciéncia dos biomateriais vem experimentando grandes progressos nos ultimos anos,
particularmente nas &reas da ortopedia e odontologia. A primeira geracdo de biomateriais
consistia de materiais originalmente manufaturados para fins industriais e que foram adaptados
para aplicacbes medicas. Estes estdo sendo progressivamente substituidos por novos materiais
que foram e estdo sendo desenvolvidos e aperfeicoados especificamente para fins cirargicos.

A expansdo das pesquisas tem acentuado a busca de novas classes de polimeros
biodegradaveis e biocompativeis com bioatividade especifica e controlavel (3), para serem
usados como suportes para culturas celulares (scaffolds) (4), na tentativa de reconstruir tecidos in
vitro. Nos ultimos anos, uma grande variedade de biomateriais vem sendo desenvolvida com
diferentes propriedades fisico-quimicas e mecanicas, dependendo da aplicacdo biomedica
prevista, incluindo regeneracdo tecidual, sistemas de liberagdo 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 exigéncias.
Além de biocompativel e biofuncional, deve ser atdxico, facil de esterilizar e apresentar
propriedades mecénicas adequadas, dependendo do proposito da aplicacdo (7). De um modo
geral um material biocompativel ndo deve provocar reacdo inflamatdria cronica ou aguda do
tecido e ndo deve apresentar diferencas significativas entre o material implantado e o material
circunvizinho. O biomaterial deve garantir ndo sO a restauracdo do tecido, mas também deve
garantir que ndo exerca, a longo ou médio prazo, qualquer distirbio ao corpo do paciente.
Portanto, a escolha do material é critica. Obter a biocompatibilidade representa uma tarefa
interdisciplinar, que envolve pesquisadores de varias areas. Dessa maneira, a interacdo das
celulas com as superficies dos materiais é de extrema importancia na efetividade de implantes
médicos (8), podendo definir o seu grau de rejei¢cdo. O conhecimento dos mecanismos béasicos de

interacdo célula-material e um melhor entendimento dos processos em nivel celular durante a
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adesdo podem colaborar para o desenvolvimento de novos biomateriais e para o desenvolvimento
de novos produtos biomédicos (9).

Através do processo inflamatorio que os tecidos vivos reagem contra todas as agressoes,
incluindo o ato cirdrgico e a interacdo entre tecidos e “corpo estranho”, no caso o biomaterial. A
reacdo inflamatdria apresenta respostas benéficas e maléficas ao organismo (10).

Se ndo houvesse processo inflamatorio, microrganismos estariam livres para penetrar nas
mucosas e feridas, proliferar, disseminar e comprometer o hospedeiro. A inflamagdo €
fundamental para cicatrizacdo e reparo de feridas (10).

Existem ocasides onde o processo inflamatério pode interferir na funcdo do Orgéo
acometido, podendo até mesmo levar a uma condicdo mais ameagadora que a agressao inicial,
assumindo a inflamacgdo um papel destrutivo (10).

A cirurgia de implantagdo de biomaterial representa um trauma, capaz por si s6 de
induzir uma resposta inflamatoria. Além disso dependendo da natureza e caracteristicas do
biomaterial empregado, o organismo pode identificar componentes estranhos e reagir
imunoldgica e inflamatoriamente a sua presenca (10).

Os testes de toxicidade para avaliacdo dos efeitos biolégicos dos biomateriais dentarios
sdo divididos em trés grupos, correspondendo aos testes primario (nivel I), secundario (nivel I1) e
de uso pré-clinico (nivel I11) que compreendem respectivamente as analises de citotoxicidade e
potencial irritante; de toxicidade; e de testes de uso pela observacdo das reagdes teciduais apds a
insercdo do material em dentes humanos. Os testes de nivel | 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 implantagdo subcuténea, intramuscular ou éssea dos materiais em animais
(ratos, coelhos, etc). Apds diferentes periodos pds-implante do material no tecido (que varia de
semana a meses), o0 tecido adjacente é analisado macroscopicamente e microscopicamente. Nos
primeiros periodos pds-implante, a resposta inflamatéria € a principal caracteristica 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 informacdes sobre a remocgéo de
substéncias dos tecidos e sobre a resposta geral do organismo frente ao implante do novo

material, através da resposta inflamatéria. Portanto, esse tipo de estudo é a alternativa mais
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préxima ao que ocorre no paciente em relagdo aos experimentos com cultura de células (7) Tem
sido utilizado com sucesso em pesquisas envolvendo novos materiais (11-14).

Embora seja considerada uma reacdo local, a inflamagdo causa reacGes gerais em
consequéncia da acdo direta de componentes do agente inflamatdrio, liberacdo de substancias de
acdo geral por células que participam do processo inflamatorio, fagocitose, lise até a coagulagédo
do sangue (10).

As propriedades fisico quimicas dos compdsitos do biomaterial, assim como a topografia
e forma do material na interface com os tecidos ajudardo a definir o tipo, a intensidade e a
duracdo da resposta inflamatéria. O tecido de granulacdo (macrofagos, fibroblastos e
angiogénese) e células grandes (tipo corpo estranho) poderdo compor a reagdo 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
inflamatoria poderd ser minima, com réapida reabsor¢do por apoptose das células inflamatérias,
podendo gerar apenas uma capsula de tecido conjuntivo fibroso de espessura variavel.(10)

Um biomaterial que vem sendo estudado para procedimentos de reparo ¢sseo é a Celulose
bacteriana(15). A celulose produzida por bactérias possui a mesma estrutura quimica da celulose
produzida por plantas, porém é morfologicamente diferente. Enquanto a celulose sintetizada por
plantas necessita de processos de purificacdo complexos, dispendiosos e altamente poluentes para
a extracdo da lignina e da hemicelulose, o processo de obtencdo e de purificagédo de celulose
bacteriana (CB) € bastante simples (16). A CB é produzida a partir da Gluconacetobacer xylinus
e se difere de seu par vegetal, principalmente devido ao seu caréater de fibras nanométricas, contra
o0 carater micrométrico da vegetal. CBs sdo extraidas através da parede celular da G xylinus, com
iSsO sua estrutura macroscépica € mecanicamente e fisicamente mais resistente, caracteristica
importante de membranas oclusivas. A membrana de CB é altamente hidratada, apresenta alta
elasticidade, resisténcia mecanica e € facilmente moldavel. A membrana possui uma estrutura 3D
composta de uma rede ultrafina de “nanoceluloses”, o que resulta em uma grande superficie
contendo nanoporos. J& vem sendo utilizada em algumas aplicagdes como substitutos de pele e
curativos (17). Outras caracteristicas importantes apresentadas pelas CBs de modo geral séo a
bicompatibilidade, bioinerticidade, biodegradabiliade e permeabilidade.

Inicialmente, a producdo de celulose por bactérias do género Gluconacetobacter foi vista

como uma forma de estudar as vias metabdlicas de biossintese deste biopolimero e extrapola-las
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para o processo em plantas. Contudo, o desenvolvimento de processos de producdo de CB tomou
novos caminhos. A CB obtida por essas bactérias tem sido produzida industrialmente e utilizada
em diversas aplicagdes, desde membranas para aparelhos de audio de alta qualidade até materiais
para a area biomédica, como adjuvante em tratamento de lesGes da pele como curativos no
tratamento de lesbes, queimaduras e Ulceras; visto que auxilia no alivio das dores causadas pelas
feridas, protege contra infec¢des e acelera o processo de cicatrizacdo(18) (19) Estudos recentes
tém explorado novas aplicacbes como, por exemplo, a producdo de pequenos vasos
sanguineos(20) e arcaboucos (scaffolds) para engenharia de tecidos (21).

A CB pode ser produzida 365 dias por ano, independente das condi¢des climaticas ou
ambientais, sua producdo através do cultivo de G. xylinus em ambiente laboratorial ou
controlado, permite essa capacidade. Apesar de todas essas qualidades, ainda ndo existe uma
planta de producdo de CB em grande escala, devido a falta de otimizag&o do cultivo, ocasionando
baixos rendimentos, incompativeis com a demanda por celulose. Existe atualmente, um grande
interesse com relacdo ao aumento substancial da produtividade da CB, diversos autores tém
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 estatico, além de
variagoes nas condicGes de suplementacéo (22).

A CB é biocompativel, porém possui lenta degradagdo no corpo humano, devido a
auséncia de enzimas capazes de romper as ligag6es quimicas entre as moléculas de glicose(23). E
de interesse cientifico e tecnoldgico a busca de propriedades que direcionem a formagéo de novos
tecidos, por exemplo, tecido désseo e/ou cartilaginoso, em materiais de degradacdo lenta e/ou
controlada. Trabalhos reportando o desenvolvimento de biomateriais compdsitos de CB com
essas propriedades, tais como celulose bacteriana-glucomanana(24)(25) tém tido crescente
interesse na literatura.

Sendo assim, esse projeto propde o estudo da reagdo tecidual do novo biomaterial,
Celulose bacteriana obtida por Gluconacetobacer xylinus através de implante subcutaneo do
mesmo no dorso de ratos, para que futuramente 0 mesmo seja utilizado como membrana oclusiva
na odontologia.

Na literatura observamos que, para a avaliagdo da biocompatibilidade do enxerto em
relagdo ao tecido hospedeiro, existem varios métodos. Tém-se: cultura de células e tecidos,

andlise histoquimica (26), estudos bioquimicos (27), estudos histologicos e estudos de perfusao
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de todo um 6rgdo. Existem também medidas de peso, rigidez, elasticidade, alongamento, quebras
na mecanica e alteragdes na superficie que podem ser revelados na microscopia eletrénica
(28). Porém, o método mais utilizado em estudos experimentais € a andlise histologica. Neste
trabalho optamos pela analise histologica por ser um método simples e por fornecer informagdes
gerais da resposta tecidual ao material implantado.

Uma ferida é representada pela interrupcéo da continuidade de um tecido corpdreo, em
maior ou menor extensdo, causada por qualquer tipo de trauma fisico, quimico, mecénico ou
desencadeado por uma enfermidade clinica que aciona de imediato as frentes de defesa organicas
para reparo. O manejo tradicional de um ferimento envolve a desinfeccdo, debridamento e
previsdo de um ambiente Umido que estimule o estabelecimento do melhor ambiente para que
ocorra 0 processo natural de cura (29). O processo de reparagdo tecidual compreende dois
mecanismos de restauracdo: regeneragdo e cicatrizagdo. A regeneracdo ocorre com a reposi¢ao
tecidual original. O trauma inicial gera uma resposta inflamatéria aguda que se manifesta através
de edema, formacdo de exudato seroso, rico em leucocitos em torno de 72 horas. As células
epidérmicas das margens da ferida comecam a proliferar e migrar sobre o leito da ferida,
ocluindo sua superficie, promovendo a cicatrizacdo(30).Assim, a cicatrizacdo e dividida em trés
fases fundamentais: inflamatoria, proliferativa e maturacéo.

Na fase inflamatoria, ocorre fenémenos vasculares e quimicos, destacando se o aumento
da permeabilidade vascular, causada pela liberacdo de histamina e serotonina. Segue se a
formacdo de bradicinina e prostaglandina, a partir de globulinas plasmaticas, que levam a
prorrogacdo do processo e permite a chegada de granuldcitos e mondcitos. Os primeiros
desempenham importante papel na remocdo de residuos celulares no local da lesdo. Essa fase
também consiste no recrutamento de leucécitos para o local da lesdo. Os neutréfilos sdo as
primeiras células inflamatdrias a aparecer, mas na auséncia de infeccdo e restos celulares,
diminuem rapidamente em nimero(31).

Na fase proliferativa, a lesdo é recoberta por tecido epitelial. E nesta fase que aparecem os
fibroblastos, de origem discutida e que apresentam intensa capacidade de sintese proteica e
multiplicacdo celular, produzindo uma substancia fundamental (mucopolissacarideos, glico e
muco proteinas) e o colageno. Ocorre proliferagdo de capilares a partir de residuos venulares. As
células endoteliais, a medida que se multiplicam, atraem-se tendendo a formar vasos. Nessa fase

ha proliferacdo celular de fibroblastos, macréfagos e vasos sanguineos, além da proliferacdo e
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migracdo de queratocitos, celulas endoteliais e reepitelizacdo, formando tecido de granulacdo
com grande quantidade de colageno tipo 111 (32).

Na Ultima fase, a maturacdo, a maioria das fibras colageno tipo I11 é substituida por fibras
tipo I, e 0 excesso de colageno € degrado por enzimas proteoliticas que promove a remodelagdo
do tecido.(33) Nessa mesma fase, na medida que o colageno vai sendo produzido, ocorre a
ocluséo da ferida, os capilares se organizam, os fibroblastos diminuem em nimero e observa-se a
queda da producdo de substadncia fundamental. As fases da cicatrizacdo ndo S40 processos
isolados, apresentam dinamismo visivel, que, com frequéncia, sobrepde se uns aos outros. Numa

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

Apresentam-se nas se¢fes abaixo o objetivo geral e 0s objetivos especificos 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 subcutaneo do mesmo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

Avaliar o padrédo inflamatorio apds o implante subcutaneo do novo biomaterial de
CB;

Avaliar o padrdao inflamatério ap6s implante subcutdneo de PTFE
(politetrafluretileno), material comprovadamente biocompativel e considerado
padrdo ouro para ROG, através de analise microscopica;

Comparar os padrdes, através de teste estatistico (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 colaboracdo de Prof. Dra.
Marcia R. Morais Chaves, da Universidade Sagrado Coracdo. Resumidamente, a CB, sintetizada
pela bactéria Gluconacetobacter xylinus, ocorreu em meio de cultura Alaban (comercial) a 30° C
por um periodo de 6 dias, sob condi¢des estaticas, em erlenmeyer de 200 mL, adicionado, para
cada 100 mL do meio de cultura, 5% da cultura da bactéria. Apds esse processo, as membranas
foram lavadas e purificadas. Para tanto, apds seis dias de inoculagdo, as membranas de CB foram
retiradas dos respectivos frascos de Erlenmeyer e lavadas com uma solugéo de 5% (m/v) de
hidroxido de sd6dio 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 coloracdo
branca (Figural). Posteriormente, lavagens adicionais com &gua corrente foram realizadas, até

neutralizar o pH, e com &gua destilada para remocao dos sais (Figura 2).

Figural: Membrana de CB em Figura2: Membrana de CB em

Agua ultra pura Placa Petri

Ap0s esses passos, a membrana foi seca em estufa a 50°C (Medicate), por trés dias, sendo
que a cada duas horas, a membrana era descolada do recipiente e pesada em balanga analitica
para controlar a secagem e garantir que toda umidade fosse extraida (Figuras 3 e 4).
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Figura 3: membrana pesada em Figura 4: membrana pesada em
balanga analitica pré secagem. A balanga analitica pds secagem. A
massa é de ~31,4g massa é ~7,3g

A membrana foi marcada e cortada em quadrados de 0,5 cm X 0,5 cm. Para diminuir a
agressdo tecidual, as pontas dos quadrados de membrana foram retiradas, deixando os com
extremidades levemente arredondadas. Apds essa etapa, os fragmentos foram acondicionados em
placas de Petri, seladas e esterilizadas no IPEN, por meio da radiacdo gama com dose de 25kGy.
O mesmo procedimento de preparo (corte e esterilizagdo) foi realizado com o material de
controle PTFE (Politetrafluoretileno) (figura 5). A figura 6 mostram os biomateriais lacrados,

antes do procedimento cirdrgico.

Figura 5: Material PTFE que foi Figura 6: Material esterilizado por
usado como controle, ja recortado radiagdo gama no IPEN, pronto
e pronto para envio para para o uso.

esterilizagdo por radiagao gama

Uma fracdo do material foi submetido ao registro de imagens por Microscopia Eletronica

de Varredura (MEV), equipamento Zeiss, e a figura 7 mostra a imagem obtida.
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Celulose Bacteriana PTFE

Figura 7: Imagem de Microscopia Eletrénica de Varredura das superficies dos
materiais antes do implante subcutaneo no dorso dos animais.

3.2 LOCAL E GRUPOS DE ESTUDO

Foram utilizados 18 ratos machos adultos (rattus novergicus) linhagem Wistar, obtidos do
Biotério da Universidade Sagrado Coracdo (USC). Durante o periodo experimental, foram
mantidos em caixas plasticas, alimentados com &gua e racdo ad libtum, em ambiente com
temperatura e luz controladas (ciclos de 12 horas). Os animais foram aleatoriamente distribuidos
em 3 grupos e foram submetidos a cirurgia de implante subcutaneo do material a ser testado,
membrana de CB bem como do PTFE (Politetrafluoretileno). Apds 7, 15 e 60 dias, 6 animais

foram submetidos a eutanasia e a reacéo tecidual analisada microscopicamente.

3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os 18 animais foram submetidos a procedimento cirdrgico, sob anestesia geral, para
posterior implante dos biomateriais no dorso, de acordo com a tabela 1 a seguir:

Tabela 1 - Distribuicdo dos grupos experimentais

Grupos Numero de animais Periodo de Preservagéo
A 6 7 dias

B 6 15 dias

C 6 60 dias

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Em cada animal foi implantado uma fracdo de cada biomaterial, sendo eles, membrana de
CB e membranas de PTFE, ao qual tomamos o cuidado de ndo repetir a localizagdo dentro do
mesmo grupo, e assim descartarmos a possivel influéncia da localizagdo do implante nos
resultados.

Ap0s os periodos de preservacédo citados no quadro acima os animais foram submetidos a
eutanasia por uso de dose letal de barbituricos. As areas contendo os materiais implantados foram

coletadas para realizacdo das analises.

3.4 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

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, Séo Paulo, Brazil) 13mg/kg de peso corpdreo, somado a um anestésico geral de
cloridrato de Ketamina (Dopalen — Vetbrands) 87mg/kg de peso corpéreo pela técnica da

aplicagéo intraperitoneal. (figura 8).

Figura 8: Aplicagao de

Figura 7: Pesagem dos

relaxante muscular
animais. associado ao anestésico
geral via IP

Apos a anestesia foi feita a remocdo dos pélos do dorso dos ratos (figura 9) onde o
material seria implantado, antissepsia com gaze embebida em clorexidina 2% com auxilio de

porta agulha. (Figural0).
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Figura 9: Rato apos a anestesia

Figura 10: Assepsia do dorso

e tricotomia. do animal com Clorexidina 2%

Entdo sobre a montagem dos campos estéreis (Figura 11), confeccionou-se duas incisdes
de aproximadamente 0,5cm com lamina de bisturi n® 15 no dorso dos animais, sendo que uma das
incisbes corresponde ao leito responsavel pelo implante da membrana de PTFE e a segunda

incisdo, o local de escolha para colocagcdo da membrana de celulose bacteriana (figura 12).

A~
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Figura 11: mesa cirtrgica Figura 12: incisao com lamina de
montada. bisturi no dorso dos ratos.

A sequir, foi realizada a divulsao dos tecidos com tesoura de ponta romba (figural3) para
adaptacdo dos biomateriais no subcutdneo e manter a membrana afastada da regido do ponto da
sutura, para que ndo houvesse interferéncias na resposta inflamatéria. A figura 14 mostra a

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

foi feito com auxilio de pincas.

Figural3: divulsao dos tecidos Figural4:  posicionamento  das

——— membranas no leito cirlrgico

A sutura das incisdes foi realizada com fio de nylon 4-0 (figural5), com auxilio de porta
agulha e pinca. Um ponto simples foi o suficiente para coaptar as bordas do tecido. Aplicou-se
antimicrobiano (Enrofloxacino 10mg/kg, subcutdneo 1x ao dia por 7 dias) e dipirona sodica
(25mg/kg, subcuténeo, 2x ao dia por 3 dias). As eutanasias foram programadas para 0s periodos
de 7, 15 e 60 dias.

Figural5: sutura das incisdes com

fio de nylon

A eutandsia foi induzida por meio de sobredosagem de barbituricos, associacdo de
Tiopental (150mg/kg) e Cloridrato de Lidocaina (10mg/kg). A aplicagdo foi feita por via
intraperiotoneal, com seringas descartaveis para aplicacdo de insulinas em pacientes diabéticos.
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Apos a acdo da solugédo eutanasiante, incisionou-se novamente o centro dorso com lamina de
bisturi numero 21. Foi realizada uma incisdo Unica e estendida para localizagdo dos biomateriais
implantados no subcutaneo. Recortou-se, entdo, individualmente, os tecidos ao redor de cada
biomaterial de forma circular com uma tesoura cirdrgica reta. As pegas coletadas foram fixadas
em formol 10% para processamento histoldgico.

3.4.1 Andlise Macroscoépica

Os espécimes foram analisados macroscopicamente nas suas dimensdes, coloracdo e

fotografados em lente de aproximacao.

3.4.2 Andlise Microscopica

As pecas foram fixadas em formol a 10% por 48 horas para inclusdo em parafina. Apos o
periodo de manutencdo no formol, foram cortadas ao meio, na regido central do biomaterial, com
0 uso de lamina de ago (figura 16 e figura 17) a fim de se obter cortes histologicos com a maior
extensdo do biomaterial e tecido adjacente. Posteriormente as pecas foram inclusas em parafina

para confec¢do dos cortes histologicos.

Figura 16: peca recortada no Figura 17: Fragmento de tecido
envolvendo o centro da membrana subcutaneo contendo a membrana.
com lamina de ago

s cortes microscopicos foram obtidos no sentido longitudinal com seis micrémetros de espessura

e corados pelo método da hematoxilina/eosina. Foram analisados e descritos em todas as suas

0]
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peculiaridades, selecionados e fotografados os dados mais relevantes, no proprio microscopio,
para a competente comprovacéo.

A selecdo das regides para analise foi feita de forma padronizada. Em torno da membrana
foram escolhidas seis &reas, sendo uma em cada ponta da membrana, duas mais ao centro

superior e duas ao centro inferior, em lente de aumento 40x (Figural8)

Figural8: Padréo de selecdo das areas analisadas

Para a avaliacdo do padrédo inflamatorio, 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 inflamatéria

Resposta Inflamatdria Score
Ausente: nenhuma célula 1
Discreta: < 25 células 2
Moderada: entre 25 e 125 células 3
Severa: > 125 4

Fonte: Yaltric (2004).
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4 RESULTADOS

TEXTO...
4.1 ANALISE MACROSCOPICA

Durante o periodo experimental, ndo houve perda de animais e nenhum dos animais
apresentou sinais de quadro de dor. Apds a eutandsia ser realizada os animais foram incisionados
no dorso com lamina de bisturi 21 para remocdo dos implantes subcutaneos. A figura 19 mostra o
aspecto dos biomateriais ap0s 7 dias de proservacdo, que mostra que ndo ha sinais de necrose.
Apresenta sinais de inflamagdo como area sutilmente edemaciada, area com hematoma devido ao
trauma da incisdo, a resposta tecidual ndo foi severa. A membrana de PTFE foi ligeiramente mais
dificil de ser encontrada

N\

— /
e

S |-

Figura 19:Materiais regido subcuténea e apos a remocao.
A-CB
B- PTFE

4.2 ANALISE MICROSCOPICA

A andlise foi feita em microscopio dptico a partir de tomadas fotogréficas das laminas,
sendo primeiramente realizada a panoramica da membrana em lente de menor aumento 4x
(Figura 20). Com o aumento da lente para 40x, segundo j& descrito, foram analisadas 6 areas de
cada lamina como exemplifica a Figura 21 foi realizada a contagem de células inflamatdrias
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(mononucleares e polimorfonucleares) para comparar o nimero de células presentes na rea¢do do

implante subcutdneo em cada uma das pecas.

Figura 20 - Imagens panordmicas de cada membrana em cada periodo
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Figura 21 - Imagens das laminas de cada membrana em cada periodo

Periodo/Material CB PTFE

7 dias

15 dias

60 dias

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.3 ANALISE MORFOMETRICA

A fim de se analisar quantitativamente o nimero de células inflamatorias originado do
implante de cada material, realizou-se a comparacao entre o nimero de células encontradas em
cada periodo. A figura 22 representa o grafico Box-Plot (mediana e quartis) do nimero de células
inflamatorias mononucleares (A) e Polimorfonucleares (B) no periodo de 7 dias para cada
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material estudado. Letras iguais em cada grafico indicam os grupos os quais houve diferencas
estatisticas 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 representacdo para 0S
periodos de 15 e 60 dias.

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

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

Figura 22 - Grafico Box Plot (Mediana e Quartis) do
namero de células inflamatorias relativo
ao periodo de 7 dias (A) Mononucleares e
(B) Polimorfonucleares.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Nota: Em cada gréfico, letras iguais indicam os resultados
diferentes estatisticamente significantes (p<0.05, Kruskal
Wallis, Student Newman Keuls)



Figura 23 - Grafico Box Plot (Mediana e Quartis) do

Células Mononucleares

Células Polimorfonucleares

namero de células inflamatdrias relativo
ao periodo de 15 dias (A) Mononucleares
e (B) Polimorfonucleares.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Nota: Em cada grafico, letras iguais indicam os
resultados diferentes estatisticamente
significantes (p<0.05, Kruskal Wallis, Student
Newman Keuls)
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Células Mononucleares

Figura 24 - Grafico Box Plot (Mediana e Quartis)

do numero de células inflamatorias
relativo ao periodo de 60 dias (A)
Mononucleares e (B) Polimorfonucleares
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Nota: Em cada grafico, letras iguais indicam os
resultados diferentes estatisticamente
significantes (p<0.05, Kruskal Wallis, Student
Newman Keuls)
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Figura 25 - Grafico Box Plot (Mediana e Quartis) do

Células Mononucleares

niamero 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 grafico, letras iguais indicam os

resultados diferentes estatisticamente
significantes (p<0.05, Kruskal Wallis, Student
Newman Keuls)
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Figura 26 - Gréfico Box Plot (Mediana e

65

Quartis) do numero 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 grafico, 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 padrdo inflamatério, o nimero 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 atribuido como score
da lamina. A tabela 3 sumariza os resultados obtidos. Ndo foram encontradas diferencas

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

Tabela 3 - Razdo do nimero de laminas no score (tabela 1) e total de
laminas analisadas de acordo com o periodo e materiais

estudados.
PTFE Celulose Bacteriana (CB)
Periodo/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 DISCUSSAO

Apresentar resposta biolégica apropriada a uma determinada aplicacdo e ser compativel
aos tecidos vivos é o significado de biocompatibilidade. Para avaliar a capacidade de um material
ser biocompativel é necessaria a realizacdo de testes para saber se 0 mesmo obedece aos
parametros de qualidade e seguranca para futuras aplicagGes clinica.

Testes in vitro ainda tém suas limitacdes, sendo necessarios testes in vivo, uma vez que
somente a partir de testes com animais que é possivel avaliar a compatibilidade tecidual do
material a ser testado. A CB é uma membrana produzida atraves da extracdo da parede celular da
bactéria Gluconacetobacer Xylinus que vem sido estudada como possivel novo biomaterial em
aplicagdes para regeneracdo 0ssea guiada. Apesar desta membrana ja ter uso clinico em algumas
areas de especialidade médica, mais testes sdo necessarios e devem ser aprimorados até o uso
deste novo biomaterial para finalidade odontolégica. Assim, com o objetivo de se ter mais
informacOes sobre sua biocompatibiliadade, neste trabalho foram realizados implantes
subcutaneos no dorso de ratos machos para analisar a evolucdo da resposta tecidual, sendo este
método o meio mais apropriado para sua aplicacao.

Previamente ao implante, foi realizado o estudo morfolégico do biomaterial com
Microscopia Eletronica de Varredura a analise da superficie de CB e PTFE (material comercial e
comprovadamente biocompativel) e a imagem resultante foi de superficie lisa e sem grandes
porosidades e rugosidades (figura 7), indicando similaridades quanto a morfologia.

Foram avaliadas as respostas macroscopicas e microscopicas de ambas as membranas.
Na analise macroscépica foi observado que nenhum dos biomateriais apresentou rejeigdo tecidual
ou areas de necrose e sem reagdes inflamatorias severas, ja mostrando possivel biocompatilidade.
A anélise microscopica qualitativa mostra as membranas em cada periodo e a formacdo de
capsula fibrosa envolvendo o material a partir do tecido de granulacdo 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 “reacdo de corpo estranho”.

Assim como no trabalho de Marques et al ™, os parametros para anlise microscopica
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 periodos de
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estudo, e que foram utilizadas para as contagens onde podemos observar células mononucleares e
polimorfonucleares.

Analisando cada um dos graficos, temos que nos periodos iniciais de 7 e 15 dias (Figuras
22 e 23) tanto células mononucleares, bem como células polimorfonucleares ndo apresentam
diferencas nas contagens, p>0.05, indicando que a resposta tecidual foi a mesma para as duas
membranas. Ja no do periodo de 60 dias as células inflamatorias apresentaram-se em maior
quantidade nos tecidos apos implante da membrana de CB em relacdo a membrana de PTFE
(figura 24).

Quando comparamos a evolugdo da resposta tecidual de cada tipo de célula nos diferentes
periodos, observamos que o numero de células mononucleares de PTFE aumentou quando
comparados os periodos de 7 e 60 dias. Ja a quantidade de células mononucleares de CB em
todos os periodos aumentou significativamente (Figura 25). Analisando a quantidade de células
polimorfonucleares nos diferentes periodos de cada uma das membranas, vemos que tanto para
CB como na PTFE houve uma diminuicdo do ndmero de células em questdo de forma
significativa em cada um dos periodos, salvo que no periodo de 60 dias de CB que foi contado
um valor maior de polimorfonucleares do que no periodo de 15 dias.

A tabela 3 apresenta resultado da atribui¢do de Scores para o numero de células presentes
na lamina, sendo 1 o valor atribuido quando havia auséncia de células, 2 quando a quantidade
presente era menor que 25 células, 3 para nameros entre 25 e 125 células (35). E a resultante da
analise foi que apds a atribuicdo dos scores 3 laminas das 6 de PTFE no periodo de sete dias
foram classificadas no score 2 e 3 laminas das 6 no score 3. Para a CB 2 laminas foram
classificadas no score 2 e 4 com score 3. Nos demais periodos 6 laminas de 6 foram classificadas
com score 3 em ambas as membranas. N&o h& diferenca estatistica significante entre esses
padrdes. Sendo assim, apesar da contagens do numero de células apresentar diferenca entre 0s
materiais nos periodos de 15 e 60, a resposta inflamatdria de ambas foi a mesma, mais uma vez
mostrando a similaridade entre os materiais e possivel biocompatibilidade.

Saska et al ® mostraram que a Celulose bacteriana ndo apresenta citotoxicidade, acéo
mutagénica e genotoxicidade. A CB favorece a proliferacdo de fibroblastos que é responsavel
pela formacdo de matriz extracelular que possibilitara a cicatrizagdo, mostrando possivel
biocompatibilidade em testes in vitro. Sendo assim, os resultados desse trabalho complementam

esse estudo prévio, demonstrando que, in vivo a CB exibe 0 mesmo padrdo de resposta tecidual
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quando comparada PTFE ja comprovadamente biocompativel, e, dessa forma, contribuindo para

que a CB possa futuramente ser empregada com seguranga como biomaterial.



37

6 CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho mostram que o padrdo inflamatério apds implante
subcutaneo de CB foi semelhante a membrana de PTFE, material comprovadamente
biocompativel (p>0.05, Kruskal Wallis). Ambos biomateriais exibiram aumento de nimero de
celulas mononucleares ao longo dos periodos analisados e reducdo de polimorfonucleares, que
eram abundantes nos periodos iniciais e tiveram seu numero reduzido ao longo do processo,

fendmeno esse visto em uma reacao de reparo normal.
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