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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar a resposta inflamatéria provocada por
um fio de sutura de nylon, em uma cirurgia de implantacdo de membrana bovina no
dorso de ratos. Foram utilizados 24 ratos machos, com idade de 4 meses e
formados 2 grupos: controle (somente formacdo de coagulo) e membrana
(implantacdo do material), tendo como periodos de observacgéo: 7, 14 e 28 dias. No
procedimento cirurgico foi realizada inciséo e divulséo do tecido subcutaneo onde foi
implantada a membrana, enquanto no controle o mesmo procedimento cirdrgico foi
realizado, mas mantido somente com coagulo. Foram realizadas duas suturas
isoladas com fio de nylon. A eutanésia foi induzida por injecdo de barbitaricos
(Tiopental) em conjunto com lidocaina, nos periodos indicados. As pecas obtidas
foram cortadas adequadamente para 0 experimento, e processadas
histologicamente, e os cortes foram corados pela hematoxilina e eosina (anélise do
processo inflamatdério). A analise estatistica foi realizada por testes ndo paramétricos
sobre varidveis quantitativas de amostras independentes. Os valores de cada grupo
foram comparados entre si, pelo teste de Kruskall — Wallis. O nivel de probabilidade
de erro foi fixado em 5% (p<0,05). A contagem de mononucleares (MN) predominou
sobre os polimorfonucleares (PMN) em todos os periodos. Quando a presenca da
sutura foi avaliada dentro do mesmo grupo (controle ou membrana), foi observado
maior niumero de células quando a sutura estava presente, aos 14 e 28 dias
(p<0,01). Por outro lado, a andlise entre os grupos ndo mostrou diferenca quando a
Sutura estava presente ou ausente (p>0,05). Estes resultados mostram que a
presenca do fio de sutura de nylon aumenta a resposta inflamatéria em um
procedimento de implementacdo de LUMINA COAT® (membrana colagena bovina)

em tecido subcutaneo de ratos.

Palavras-chave: Fio de sutura. Nylon. Inflamacéo.



ABSTRACT

The aim of this study was to verify the inflammatory response caused by a
nylon suture in surgery of bovine membrane on the back of rats. 24 male rats were
used, with the age of 4 months and formed 2 groups: control (only clot formation) and
membrane (deployment), with observation periods: 7, 14 and 28 days. The surgical
procedure was performed and divulsion incision subcutaneous tissue where it was
deployed to the membrane, while in the control the same surgical procedure was
performed, but kept only with clot. Two isolated sutures with nylon cord. Euthanasia
was induced by injection of barbiturates (Sodium Pentothal) together with lidocaine in
the periods indicated. The pieces obtained have been cut properly for the
experiment, and processed histologically, and cuts were stained by hematoxylin and
eosin (analysis of inflammatory process). Statistical analysis was performed by
nonparametric tests on quantitative variables of independent samples. The values of
each group were compared with each other, by Kruskall-Wallis test. The level of
probability of error was set at 5% (p < 0.05). Mononuclear count (MN) prevailed on
the polymorphonuclear (PMN) in all periods when the presence of the suture was
evaluated within the same group (or membrane control), it was observed a larger
number of cells when the suture was present, to 14 and 28 days (p < 0.01). On the
other hand, the analysis between the groups showed no difference when the suture
was present or absent (p > 0.05). These results show that the presence of the nylon
suture increases the inflammatory response in a procedure of implementation of

LUMINA COAT ® (bovine collagen membrane) in subcutaneous tissue of rats.

Keywords: Suture thread. Nylon. Inflammation.
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1 INTRODUCAO E FUNDAMENTACAO TEORICA

Apos procedimentos cirdrgicos serem realizados é comum a utilizacdo de fios
de sutura para recuperagdo dos tecidos que foram rompidos durante a cirurgia. A
realizacdo de suturas proporciona uma melhor cicatrizacdo da ferida cirirgica uma
vez que promove uma imobilizacdo dos tecidos, cria estabilidade para o coagulo,
minimiza a entrada de microrganismos para planos mais profundos, além de trazer
melhor hemostasia e favorecer a estética. (VALIATI et al., 2000).

O processo de infeccao esta diretamente relacionado a presenca de corpos
estranhos presentes nos tecidos. A permanéncia, por determinado tempo, do fio
utilizado para a realizagdo de sutura pode trazer consequéncias para a area onde
ele permanece. (HERING et al.,, 1993). Apdés 48 horas o infiltrado inflamatorio
presente é formado predominantemente por mondcitos. Os leucécitos realizam a
fagocitose dos agentes agressores, levando a liberacdo de produtos para o meio
extracelular, aumentando o efeito inflamatdrio inicial. (MENDONCA et al., 2009).

Muitas vezes a reacdo tecidual provocada pelo fio € influenciada por seu
diametro e constituicdo. Os materiais utilizados para a confecgéo de fios de sutura
caracterizam o fio como absorviveis, que ndo requerem remogao; e ndo absorviveis,
gue necessitam de remogao. (PETERSON, 2005).

O nylon é um material sintético, monofilamentar derivado de poliamidas,
caracterizado pela elasticidade, em funcdo de sua resisténcia mecanica. E muito
utilizado para a sutura da pele produzindo baixa reatividade tecidual. (HENDLER,
2000).

O fio de nylon, entre os classificados como sintéticos, apresenta Otima
biocompatibilidade. (CUFFARI, 1997), e por ser monofilamentar, apresenta
vantagens quanto a capilaridade e absorcao de fluidos além de um baixo coeficiente
de atrito. O fio de nylon provoca uma reagéo inflamatéria de pequena extenséo e por
tempo limitado; e nas suturas profundas provoca reagdes do tipo corpo estranho. A
proliferacdo de fibroblastos e capilares sanguineos é mais precoce nos locais em
contato com o fio. (CASTRO et al., 1974).
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1.1 REACOES TECIDUAIS AOS FIOS DE SUTURA

Apesar de produzir uma resposta inflamatéria minima, o tempo de
manutengdo no interior do tecido faz com que atue como corpo estranho no interior
do tecido, prolongando as fases inflamatérias do processo de reparo tecidual.
(BOOTHE, 1998).

Um estudo histologico de Abi Rached et al. (1992) comparou as reagdes dos
tecidos orais humanos para varios materiais de sutura. Os resultados mostraram que
em suturas com fio de seda, a presenca de um grande numero de leucdcitos
polimorfonucleares neutrofilos era observada. Outra constatacdo foi a de que os
fibroblastos e os novos capilares foram formados a um ritmo mais lento nos tecidos
orais nas proximidades do fio de seda. Esta pode ser uma justificativa para o atraso
na cicatrizacdo e reacgodes teciduais graves associadas com este fio.

Em um estudo in vitro, Katz et al. (1981) investigaram a capacidade de
bactérias aderirem a varios tipos de material de sutura e causar reagéo tecidual. Os
resultados mostraram que a aderéncia bacteriana a fios de sutura de seda foi de
cinco a oito vezes maiores quando comparado ao fio de nylon.

O fio de sutura pode agir como fator irritativo permanente, podendo exacerbar
e cronificar a resposta inflamatéria local e causar transtornos a fisiologia da
cicatrizagdo. Estes transtornos, representados pelo retardo na reepitelizagdo da
linha de sutura, predisposicdo a formacdo de granulomas e ao exagero na
fibroplasia, podem ser os causadores dos maus resultados de uma reparagao
tecidual. (MCKEOWN et al.,1991).

A utilizagdo de fios de sutura durante a realizacdo de cirurgias utilizando
membranas pode interferir com o resultado final esperado, podendo comprometer a

utilizac&o destes materiais.

1.2 REGENERACAO TECIDUAL NA UTILIZACAO DE MEMBRANAS

O processo de regeneragcdo que ocorre na presenca de barreiras

representadas pelas membranas envolve angiogénese e migracdo de células
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osteogénicas da periferia para o centro do defeito 6sseo, para criar um tecido de
granulacdo bem vascularizado. (MCALLISTER; HAGHIGHAT, 2007).

Mendieta & Williams (1994), estudaram o padrédo de degradacdo das
membranas bioreabsorviveis e de outros materiais para enxerto 6ésseo, e concluiram
que a funcdo da membrana como barreira ndo foi eficaz, uma vez que células
epiteliais foram encontradas no interior do defeito 6ésseo.

Lumina Coat®, segundo seu fabricante (Critéria) € uma membrana organica
natural derivada da estrutura 6ssea bovina desmineralizada, composta basicamente
por colageno, tipo |, biocompativel e estéril para uso em medicina e odontologia,
cujo proposito de aplicacdo clinica € servir como barreira (membrana) em cirurgias
de enxertia 6ssea ortopédica e/ou odontolégica nas quais sdo exigidas
regeneracdes teciduais provenientes de anomalias e/ou perdas de tecidos 6sseos
e/ou conjuntivo.

Portanto, nosso objetivo é verificar a reagdo tecidual provocada pelo fio de
sutura de nylon em um procedimento para implantagdo de membranas 6ssea bovina

liofilizada (Lumina Coat®) em subcutaneo de rato.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a interferéncia do fio de sutura de nylon em um procedimento de
implantagdo de Lumina Coat® (membrana coldgena bovina) em tecido subcuténeo

de ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar no local da sutura no procedimento cirdrgico:
e A intensidade da reagdo inflamatéria gerada em decorréncia da

presenca do material.
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3 METODOLOGIA

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais, da
Universidade Sagrado Coragéo, sob n° 03/2014.

Foram utilizados 24 ratos Wistar machos, com idade de 4 meses, pesando
entre 350 e 400g. Todos os animais receberam cuidados humanos, em um ambiente
controlado com temperatura de 20+£2°C e ciclo de claro-escuro de 12 horas. Os
animais tiveram livre acesso a racdo padrédo (22% de proteina bruta, 1,4% de calcio,
0,6% de fésforo e micronutrientes em concentracdes adequadas) e 4gua ad libitum e
foram acondicionados em caixas plasticas (4 animais por caixa).

Os animais foram divididos em 2 grupos: controle e de trabalho, contendo 4

animais para cada tempo de observagédo: 7, 14 e 28 dias.

Tabela 1 — Diviséo dos grupos dos ratos.
GRUPOS 7 dias 14 dias 28 dias Total

controle 4 animais 4 animais 4 animais 12

animais

trabalho 4 animais 4 animais 4 animais 12
animais
24

animais

Fonte: elaborada pelo autor.

Os animais do grupo de trabalho receberam implantes de matriz 6ssea
xenogena liofilizada (Lumina Porous®), subcutaneamente, na regido dorsal superior
direita. Os animais do grupo controle passaram pelas mesmas etapas cirdrgicas do

grupo de trabalho, sem receber o material implantado.
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3.1 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS PARA A IMPLANTACAO DA MATRIZ
OSSEA

Para o0s procedimentos cirlrgicos, 0s animais receberam medicacao
anestésica a base de cloridrato de xilazina (Anasedan - 15mg/Kg) e quetamina
(Dopalen - 80 mg/kg), via intraperitoneal (IP). ApoOs a anestesia, foi realizada a
tricotomia na regido dorsal superior direita e antissepsia com solugéo
depolivinilpirrolidona (PVP-I) a 1 % (ou Dermoidine — Gessy Lever Industrial Ltda.).
Em seguida, foi realizada uma inciséo linear de aproximadamente 1cm de extenséo
com lamina de bisturi n° 15C. A divulséo do tecido conjuntivo subcutaneo de ambos
os lados da inciséo foi realizada com tesoura romba até a formag&o de uma bolsa no
seu interior, na qual foi implantado o material. Nesta bolsa, a membrana colagena
bovina (Lumina coat) foi colocada cuidadosamente. Ato continuo, os retalhos foram
recolocados sem posi¢ao e suturados, com dois pontos simples, com fio de nylon n°
4-0 (Ethicon — Johnson & Johnson). Apés a sutura, foi realizada a antissepsia sobre
a area cirdrgica com gaze embebida em solucdo de &lcool iodado. O procedimento
cirdrgico teve uma duragcdo média de 15 a 20 minutos.

Apo6s o término do procedimento cirdrgico foi administrada uma dose de

morfina, subcutanea, na dose de 3 mg/kg.

3.2 OBTENCAO DAS PECAS PARA ANALISE HISTOMORFOLOGICA E
MORFOMETRICA

Decorridos 7,14 e 28 dias apds o ato cirirgico, foram eutanasiados por meio
de injecdo de barbitiricos (Tiopental), na dose de 150mg/kg, IP, em conjunto com
lidocaina (10mg/mL). As pecgas contendo o implante foram removidas e fixadas em
formol a 10% tamponado. ApéOs processamento laboratorial de rotina, as pecas
foram incluidas em parafina para possibilitar a microtomia.

As pegas foram obtidas da seguinte forma (Figura 1): durante o procedimento
cirirgico a membrana foi sempre posicionada a direita da incisdo realizada na pele
do dorso do animal (animal posicionado de barriga para baixo), numa posigdo mais

inferior, de modo que ficasse na altura da sutura. Apds a implantagdo da membrana,
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foram realizadas duas suturas, sendo uma mais superior, e outra mais inferior,
paralela & localizacdo da membrana. Na remocdo da peca anatdomica, apds a
eutanasia animal, foi retirado um bloco tecidual, que abrange toda a area operada.
Neste bloco, foram separadas duas pegas, por meio de um corte inclinado que
separa uma peca sem a membrana e um ponto de sutura (1), e uma pega com a

membrana e um ponto de sutura (2), conforme indicado na figura abaixo.

Figura 1 — Esquema representativo do corte da peca anatdmica para a
confeccao das laminas histoldgicas.

Incisdo

na pele
sutura
(U5

|
*
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
®
.

-“‘ LP

Linha de corte da
peca anatbmica

Membrana posicionada

Fonte: elaborado pelo autor.

Assim, foram obtidas duas pegas que permitiram avaliar o processo
inflamatorio e angiogénese promovido pela sutura, na presenca e na auséncia do
0sso liofilizado.

Os cortes histologicos, semiseriados, com 5 pm de espessura foram corados
pela hematoxilina e eosina (HE) para analise histolégica, em microscopia de luz, das
pecas obtidas.

A resposta biologica tecidual foi determinada em fungcdo das alteracbes

inflamatérias (infiltrado inflamatorio).
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3.3 CONTAGEM DE CELULAS INFLAMATORIAS

Foi caracterizado o tipo de célula inflamatéria predominante, que ditou a
caracteristica do processo inflamatorio, caracterizado como agudo ou crdnico.

Para a analise do numero e caracteristicas das células, imagens das laminas
foram adquiridas utilizando microscopia 6tica de luz (Microscopio Nikon, Eclipse 80i.

Japéo). A contagem das células foi realizada com o auxilio do software Image J.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica sera realizada por meio de testes ndo paramétricos sobre
variaveis quantitativas de amostras independentes. Os valores de cada grupo seréo
comparados entre si, pelo teste de Kruskall — Wallis. O nivel de probabilidade de

erro sera fixado em 5% (P <0.05).
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4 RESULTADOS

A andlise das laminas histologicas possibilitou a contagem das células
inflamatdrias, tanto mononucleares como polimorfonucleares. Também foi realizada
a contagem dos vasos sanguineos.

Foram obtidos cinco campos a partir de cada lamina histologica analisada. A
contagem das células e vasos sanguineos foi realizada em cada um deles, como
exemplificado na Figura 2. Uma media dos valores destes cinco campos, para cada
animal foi obtida.

FIGURA 2 - Células mononucleares (setas vermelhas),
polimorfonucleares (setas pretas) e vasos sanguineos (*).
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A contagem das células mononucleares e polimorfonucleares, segundo os

grupos e tempos de analise, estdo apresentadas nas Tabelas 1 e 2.

TABELA 2 — Média e desvio padrdo da contagem de células nos grupos analisados nos
periodos de 7, 14 e 28 dias. A comparacao foi realizada entre 0 mesmo grupo, com e sem a
sutura. Significancia foi observada quando p<0,05.

Controle Controle p p
com sem sutura
sutura
7 dias

Mononucleares 30,5+13,1 | 34,72+13,62 | p>0,05 | 39,4+19,07 | 31+15,9 | p>0,05

Polimorfonucleares 1,14+0,6 |1,72+0,85 |p>0,05 |56+1,9 2,56£1,86 | p<0,05

14 dias

Mononucleares 12,842,99 | 3,46 +1,89 | p<0,001 | 13,5+3,31 | 5+ 1,22 p<0,01

Polimorfonucleares 1,08+1,34 | 0,38 +0,4 p>0,05 | 1,76 +1,72 | 0,5£0,84 | p>0,05

28 dias

Mononucleares 6,58+1,47 | 2,4 +0,99 p<0,001|15+0,43 |0,0410,08 | p<0,01

Polimorfonucleares 0,04+0,08 | 0,14 £0,16 | p>0,05 | 0,14 +£0,11 | 0,01+0,01 | p>0,05

Fonte: elaborado pelo autor.
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TABELA 3 - Média e desvio padrdo da contagem de células nos grupos analisados nos
periodos de 7, 14 e 28 dias. A comparacéo foi realizada entre os diferentes grupos, com e
sem a sutura. Significancia foi observada quando p<0,05,

Controle p Controle p
com sem sutura
sutura
7 dias

Mononucleares 30,5+¢13,1 | 39,4+19,07 | p>0,05 | 34,72+£13,62 | 31+ 15,9 p>0,05

Polimorfonucleares 1,14+0,6 |5,6+1,9 p>0,05 | 1,72+0,85 |2,56+£1,86 | p>0,05

14 dias

Mononucleares 12,842,991 135+3,31 | p>0,05 | 3,46+£1,89 |5£1,22 p>0,05

Polimorfonucleares 1,08+1,34 | 1,76 £1,72 | p>0,05 | 0,38+0,4 0,5+0,84 p>0,05

28 dias

Mononucleares 6,58+1,47 | 6,5+0,43 p>0,05 | 2,4+0,99 0,04+0,08 | p>0,05

Polimorfonucleares 0,04+0,08 | 0,14 +0,11 | p>0,05 | 0,14+0,16 | 0,01+0,01 | p>0,05

Fonte: elaborado pelo autor.
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5 DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a interferéncia do fio de sutura de nylon
em um procedimento de implantagcdo de um material biocompativel, Lumina Coat®
em tecido subcutaneo de ratos.

Varios estudos foram realizados para avaliar os efeitos dos materiais de
sutura sobre a pele durante a aproximagéo e fechamento da ferida, mas poucos
estudos mostram de que forma a presenca da sutura intefere nos resultados da
avaliagdo do processo inflamatério quando um biomaterial esté sendo testado.

Todo o material de sutura implantado numa ferida criada cirurgicamente
desencadeia uma reacao tecidual. (HOCHBERG et al., 2009). O material da sutura é
reconhecido pelo sistema imunolégico como corpo estranho, e a resposta
inflamatoria é descrita como uma reacéo de corpo estranho.

A severidade e a duragdo da reacdo sao afetadas pelo tipo, quantidade, e
tempo de manutencdo da sutura, além do trauma produzido no tecido pelo
procedimento cirurgico. O material do fio de sutura escolhido para ser utilizado neste
estudo foi o nylon. Apesar de o nylon induzir uma resposta inflamatéria minima, ele
ndo é reabsorvivel, o que prolonga as fases inflamatérias do processo de reparo
tecidual. (BOOTHE, 1998).

A resposta inflamatéria € essencial para que a cura de feridas aconteca.
(MEYER; ANTONINI, 1989), mas a cicatrizagdo tecidual ap6s um procedimento
cirdrgico € afetada tanto por fatores intrinsecos como extrinsecos, que iniciam uma
resposta inflamatéria. (TIDBALL, 2005). A reacdo intrinseca é uma medida da
resposta imunitaria natural de lesdo, enquanto fatores extrinsecos incluem resposta
inflamatoria & presengca de um corpo estranho, tal como um material de sutura no
local de reparagdo. (SADOVE et al., 2004). Neste trabalho, além da presenca do fio
de sutura agindo como um corpo estranho, temos, em um dos grupos, a implantagéao
de uma membrana colagena bovina (Lumina Coat®), que por si sO poderia
influenciar a resposta inflamatéria.

Taga (2004) mostrou alta biocompatibilidade da membrana colagena com o
tecido 6sseo e auséncia de resposta inflamatéria. Em estudos recentes (ainda nao
publicados) do nosso grupo, na avaliagdo da biocompatibilidade da membrana

utilizada, notou-se que o material possui uma Otima resposta inflamatéria, uma vez
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gue a quantidade de células inflamatdrias presentes na area do material foi menor
que aquela encontrada no grupo controle (codgulo).

Um método indireto de avaliar o processo de cicatrizacdo de um tecido pode
ser avaliado por meio da contagem de células inflamatérias, especialmente
neutréfilos e macrofagos, que sdo os melhores indicadores do grau e extensdo da
inflamag&o. (BHARGAVA et al., 2013). Este foi o0 método escolhido para a obtencéo
do numero de células inflamatdrias neste estudo.

No processo inflamatério observado, a infiltracdo de células mononucleares,
principalmente macréfagos, foi maior que a de polimorfonucleares, em todos os
grupos (com e sem a presenca da membrana) e em todos os periodos de
observacéo, caracterizando uma reacao inflamatéria com caracteristicas de crénica.

Foram realizadas duas formas de comparacéo, verificando se a presenca de
sutura causaria modificacdes na resposta inflamatéria, quando comparados o grupo
controle e o grupo que foi tratado com a membrana. Esta analise nos indica a
caracteristica da inflamagdo quando o biomaterial (membrana) é utilizado. A
segunda analise foi realizada levando-se em consideragdo a presenca da sutura
dentro do mesmo grupo. Com estes dados temos a avaliacdo da resposta
inflamatoria relativa somente ao material da sutura.

Quando o grupo controle foi comparado entre si, com e sem a sutura, o
ndamero de mononucleares, aos 14 e aos 28 dias, foi menor no controle sem sutura
(p<0,001). Os polimorfonucleares foram semelhantes em todos os momentos de
andlise. O mesmo foi observado no grupo tratado com a membrana. Células
mononucleares foram encontradas em maior quantidade quando a sutura estava
presente, aos 14 e 28 dias (p<0,01). Estes resultados sdo semelhantes aos
observados por Bekele et al. (2015), ao avaliar a reagéo tecidual ao fio de nylon aos
7 dias.

Com relagdo aos polimorfonucleares, o Unico resultado significante foi
observado no grupo com a membrana, que apresentou menor quantidade destas
células (p<0,05) quando a sutura estava ausente, no periodo de 7 dias. Estes dados
mostram que a presenca do fio de sutura altera as caracteristicas da inflamacéao,
independentemente do tratamento realizado (somente na presenca do coagulo ou
com a membrana). Estes dados indicam que, quando uma analise de processo

inflamatorio € realizada para avaliagdo de um biomaterial, deve-se evitar a regiao
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proxima ao fio de sutura, pois os dados obtidos podem estar exacerbados por sua
presenca.

Aos 14 e 28 dias os mononucleares sdo as células que predominam nas
areas analisadas, embora seja observado um declinio em suas quantidades, a
medida que o tempo passa. Estes resultados sdo semelhantes aos de semelhante
com Setzen e Williams (1997); Wainstein et al. (1997), e Kim et al. (2011), embora
0os modelos animais tenham sido distintos.

A partir de 15 dias e até o periodo final de observagéo, ha predominancia dos
mononucleares quando a sutura estava presente, tanto no controle (p<0,001), como
no grupo com membrana (p<0,01). Estes dados indicam que a reagdo inflamatéria é
dirigida mais para o material de sutura

Para a comprovacdo de que a diferenca entre o numero de células
inflamatorias foi influenciada diretamente pela presenca da sutura, foi realizada uma
comparagao entre os dois grupos (controle e membrana), quando a sutura esteve
presente ou ndo. Nao foram observadas diferengas entre os grupos, nos diferentes
tempos de observagdo. Assim pudemos confirmar que as diferengas observadas
ndo se deram em relagdo ao material implantado, mas sim ao material de sutura

utilizado.
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6 CONCLUSAO

A presenca do fio de sutura de nylon aumenta a resposta
inflamatdria em um procedimento de implementacdo de LUMINA COAT®

(membrana coldgena bovina) em tecido subcutaneo de ratos.
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