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RESUMO

Farias, FO. Analise histolégica da cicatrizacdo de feridas cirurgicas

padronizadas em ratos utilizando trés biomateriais. Campo Grande; 2014.
[Dissertacdo de Mestrado - Programa de Pdés-graduacdo em Odontologia -
Universidade Federal de Mato Grosso Sul].

A protecédo de feridas ainda constitui um importante problema clinico, pois expde o
paciente a um quadro pos-operatorio desagradavel, com possibilidade de
hemorragias tardias e dor pos-operatéria. Este estudo prop6s-se a pesquisar o efeito
bioldgico de trés biomateriais na reparacéo de feridas cruentas. Foram utilizados 30
ratos wistar, nos quais foi realizada uma lesdo em calvéaria e foi utilizado um dos
biomateriais estudados: biomembrana de latex com polilisina 0,1% (Biocure®);
biomembrana com quitosana (HemCon Dental Dressing®); biomembrana bioldgica
de origem bovina (GenDerm®); coagulo sanguineo (controle). Os animais foram
sacrificados nos 1, 7 e 11 dias ap0s a cirurgia. Os resultados demonstraram que o
grupo Biocure® apresentou infiltrado inflamatério significativamente menor que os
demais grupos no 1° dia e maior atividade epitelial na comparagcdo com 0s mesmos.
No presente estudo, o grupo HemCon® nado apresentou diferencas estatisticamente
significantes que permitissem inferir que este pudesse estimular o processo de
cicatrizacdo. Por outro lado o grupo Genderm® pareceu interferir retardando o
processo cicatricial.

Palavras chave: Cicatrizacdo, Materiais biocompativeis, Regeneracao



ABSTRACT

Farias, FO. Histological analysis of standardized surgical wound healing in rats
using three biomaterials. Campo Grande; 2014. [Dissertation - Federal University
of Mato Grosso do Sul].

The protection of wounds remains an important clinical problem, because it
exposes the patient to an unpleasant postoperative period, with the possibility of
delayed bleeding and postoperative pain. This study was designed to investigate the
biological effect of three biomaterials in the repair of skin wounds. 30 Wistar rats
were used and an injury was performed in calvarias and which used one of the
studied biomaterials: latex membrane with 0.1% polylysine (Biocure®); biomembrane
chitosan (HemCon Dental Dressing®); biological biomembrane of bovine origin
(GenDerm®); blood clot (control). The animals were sacrificed at 1, 7 and 11 days
after surgery. The results showed that the Biocure® group had significantly less
inflammatory infiltration than the other groups on day 1 and increased epithelial
activity when compared to the same. In this study, the HemCon® group did not show
statistically significant differences to allow infer that this would stimulate the healing
process. On the other hand the Genderm® group seemed to interfere slowing the
healing process.

Keywords: Wound healing, Biocompatible Materials, Regeneration
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1 INTRODUGAO

A cicatrizacdo € um dos mais complexos processos que ocorrem nha vida do
ser humano. Logo ap6s uma injuria, multiplas vias biologicas sdo imediatamente

ativadas e sincronizam-se para responder no reparo tecidual (Gurtner et al., 2008).

Tradicionalmente, a cicatrizacdo é dividida em trés fases distintas: inflamacéo,
proliferacdo, e remodelacdo. Entretanto, o entendimento da cicatrizacdo envolve
muito mais do que a compreensdo dessas trés fases. E uma complexa série de
reagOes e interacdo celulares e mediadores. A cada ano, novos mediadores sao
descobertos e a compreensao acerca dos mediadores inflamatérios e interacdes

celulares é expandida (Broughton 1l et al., 2006a).

Esse processo ainda representa um desafio clinico, com complicacdes iniciais
e tardias apresentando uma frequente taxa de morbidade e mortalidade. Muitos
esforcos tém sido aplicados para reduzir o impacto das feridas, bem como para a
compreensao da fisiologia e cuidados em torno da cicatrizacdo, com énfase nos em

novas abordagens terapéuticas (Velnar et al., 2009).

Uma melhor compreenséo do processo de cicatrizagdo permite ao profissional
avaliar criticamente e precisamente a utilizacdo de uma série de métodos biolégicos
gue procuram assistir a cicatrizacdo modulando favoravelmente o microambiente da
ferida (Miloro, 2004).

Embora o ritmo e os padrdes de cicatrizacdo dependam de fatores locais,
sistémicos e cirurgicos do individuo, as fases de cicatrizacdo da mucosa oral sao

muito semelhantes as fases de cicatrizagdo cutanea (Bagheri et al., 2013).

Estudos tém demostrado que alguns biomateriais tém a capacidade de
estimular o processo de cicatrizacdo (Andrade et al., 2011; Figueiredo et al., 2014).
Estudos envolvendo biomateriais tém sido realizados utilizando a implantagcéao
subcutdanea em modelos animais, e tém demonstrado que este é um modelo
apropriado pra avaliagdo imunologica e de modificacbes teciduais durante o

processo de cicatrizagdo (Andrade et al., 2011).



17

O propésito deste trabalho é avaliar e discutir o estimulo a cicatrizagdo que
alguns biomateriais, em especial a Biomembrana de latex derivada da Hevea
brasiliensis; uma biomembrana com quitosana e uma membrana bioldgica derivada

de bovinos, exercem sobre tecidos lesados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fases da cicatrizacéo

Em todos os sistemas de 6rgdos, a resposta normal dos mamiferos a lesao
ocorre em trés fases distintas, mas que se sobrepdem: inflamacédo, formacao de

novo tecido, e remodelacéo (Figura 1).

" Sweat duct
gland

Subcutaneous
1a¥er  fibroblast Monocyte

ceou =
d  Collagen Capillary Macrophage

Granulation

eutrophil
tissue

Figura 1 - Estagios classicos da cicatrizacdo. H& trés estagios classicos da cicatrizacdo: inflamacao
(a), formacéo de tecido novo (b) e remodelacéo (c). A - Inflamacgao. Esta fase dura até cerca de 48
horas apo6s a lesao. Representacéo de uma ferida de pele com cerca de 24-48h pos-leséo. A ferida é
caracterizada por um ambiente hipoxico (isquémico), em que um coagulo de fibrina se formou. As
bactérias, os neutrdéfilos e as plaguetas sdo abundantes na ferida. Anexos da pele normal (tais como
foliculos pilosos e dutos de glandulas sudoriparas) ainda séo presentes na pele fora da ferida. B -
Formacao de novo tecido. Este estagio ocorre cerca de 2-10 dias ap0ds a lesdo. Representacdo de
uma ferida em cerca de 5-10 dias pos-lesédo. Uma escara foi formada sobre a superficie da ferida. A
maioria das células do estagio anterior de reparacdo migraram da ferida, e novos vasos sanguineos
agora estéo presentes na area. Pode ser observada a migracao de células epiteliais sob a escara. C -
Remodelacédo. Esta fase dura por um ano ou mais. Representacdo de uma ferida de pele cerca de 1-
12 meses apos o reparo. Colageno desorganizado foi produzido pelos fibroblastos que migraram para
dentro da ferida. A ferida foi contraida perto da sua superficie, e a por¢do mais larga é agora a mais
profunda. A ferida re-epitelizada é ligeiramente maior do que a superficie adjacente, e a regido
reparada ndo contém apéndices de pele normais. Extraido e adaptado de Gurtner et al., 2008.

2.1.1 Hemostasia e fase inflamatoéria

As lesfes teciduais severas levam ao rompimento de vasos sanguineos e
causam extravasamento dos componentes do sangue. A coagulacdo sanguinea e a
agregacgéao plaquetaria levam a formagao de um coagulo de fibrina dentro da luz do
vaso e fornecem uma matriz proviséria para a migracdo celular. Varios fatores
procoagulantes que incluem o fibrogénio, a fibronectina e a trombospondina séao

secretados pelas células danificadas e iniciam a cascata de coagulagdo. O coagulo
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e os tecidos que circundam a ferida secretam citocinas proinflamatoérias e fatores de
crescimento, incluindo o fator de crescimento derivado de plaguetas (PDGF), o fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF), o fator de crescimento epitelial (EGF) e o

fator de crescimento transformador beta (TGF-p3).

Uma vez que o sangramento esteja controlado, células inflamatérias migram
para dentro da ferida (quimiotaxia) e comecam a remover células apoptoticas e
bactérias da area danificada. Os sinais clinicos incluem edema localizado (inchaco),
algia (dor), hiperemia (rubor) e aumento de temperatura local (calor) no local da
ferida (Broughton Il et al., 2006a; Gurtner et al., 2008; Bagheri et al., 2013). Os
neutréfilos sdo células inflamatdrias predominantes durante a fase inicial, mas séo
rapidamente suplantados por macréfagos derivados de mondcitos e por linfocitos T

durante a transicdo para a fase proliferativa (Bagheri et al., 2013).

2.1.2 Fase Proliferativa

A fase proliferativa € caracterizada pela proliferacéo epitelial e migracdo sobre
a matriz proviséria. No tecido dérmico de reparacao, os fibroblastos e as células
endoteliais proliferam e contribuem para o crescimento capilar, para a sintese de

colageno e para a formacéo de tecido de granulacao.

Os fibroblastos sdo as principais células responsaveis pela producédo de
colageno, glicosaminoglicanos e proteoglicanos, 0s quais Sdo 0S principais
componentes da matriz extracelular. Concomitante a esses eventos ocorre o0
processo de angiogénese através do qual novos vasos sanguineos sdo formados e
vasos linfaticos sao recanalizados nos tecidos cicatriciais. Esse processo essencial
restabelece o transporte adequado de nutrientes e de oxigénio para os locais
danificados. Células epiteliais originarias das protuberancias dos foliculos pilosos,
glandulas sebaceas e camada basal das margens epiteliais das bordas da ferida
proliferam e revestem a ferida (Broughton Il et al., 2006a; Gurtner et al., 2008;
Bagheri et al., 2013). Em contraste com a pele, o processo de reepitelizacédo
progride mais rapidamente em uma ferida na mucosa oral. As células orais migram

diretamente para a superficie umida e exposta do coagulo de fibrina em vez de ir
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profundamente ao exsudato seco (crosta) de uma ferida dérmica (Bagheri et al.,
2013).

2.1.3 Fase de maturacéo e remodelacéao

A fase de remodelacao é a etapa final da reparacéo tecidual e é diferente pelo
continuo processo de renovacéo (turnover) das fibras colagenas. A resisténcia ténsil
da ferida é gradualmente restaurada a medida que as fibras colagenas sé&o
realinhadas e cada vez mais entrelagadas em um padrao bem organizado. A
maxima resisténcia ténsil de uma ferida é alcancada em 6-12 meses apos a leséo,
dependendo dos fatores do individuo, mas nunca alcanca a resisténcia inicial do

tecido intacto.

Eventualmente, a sintese de coladgeno ativo pode ser retardada por uma
desordem no processo, como insuficiéncia na perfusdo de oxigénio, falta de
nutrientes e infeccao da ferida, favorecendo o rompimento do colageno e deiscéncia
da ferida (Broughton Il et al., 2006a; Gurtner et al., 2008; Bagheri et al., 2013).

Phases of wound healing

Inflammation

c Collagen |

K=l Fibronectin

©

S

c

o
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o Wound Breaking
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-

)

]

m L 1 i 3 ——
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Postwound Day

Figura 2. Deposicdo dos componentes da matriz da ferida ao longo do tempo. Embora a fibronectina
e colageno tipo Il constituem a matriz inicial, colageno tipo | acumula-se mais tarde, o que contribuiu

para o aumento da resisténcia da ferida. Extraido e adaptado de Broughton Il et al, 2006b.
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2.2 Biomateriais de origem biolégica

Os polimeros naturais podem ser obtidos a partir de fontes microbianas,
animais ou vegetais, que sdo geralmente de uma proteina ou polissacarideo natural
(Tabata, 2009). Embora estes polimeros ocorram naturalmente, podem simular de

perto os ambientes celulares originais e matriz extracelular.

Estes biomateriais sdo conhecidos por sofrerem naturalmente processos de
degradacédo e, a sua grande heterogeneidade e variacdes de controle de lote para
lote apds seu isolamento sdo as principais limitacdes para suas aplicacbes
(Malafaya et al., 2007; Sell et al., 2010). Outras preocupacdes incluem o custo
relativamente alto de alguns destes materiais (ou seja, de materiais a base de
proteinas) e o risco associado de transmissdo de doencas infecciosas devido as

origens alogénicas ou xenogénicas (Malafaya et al., 2007).

A pobre estabilidade e desempenho mecéanico também representam
inconvenientes que podem limitar a aplicacdo mais ampla destes biomateriais
(Huang e Fu, 2010). No entanto, varias modificacbes quimicas de sintese e/ou
processamento podem ser realizadas de modo a ultrapassar algumas destas
desvantagens (Jayakumar et al., 2011). Agregar estes materiais a outros materiais
poliméricos (incluindo polimeros sintéticos) é uma outra alternativa viavel para

potencializar seu uso (Tessmar e Gopferich, 2007).

2.2.1 Latex e cicatrizacao

As plantas possuem um grande potencial no cuidado e tratamento de feridas
devido a presenca de varios constituintes bioativos sendo historicamente utilizadas
em muitas culturas e povos (Thakur et al., 2011; Korpenwar, 2012). Esses
componentes bioativos incluem varios metabolitos secundarios, 6leos essenciais e
latex (Edeoga et al., 2005) que tém propriedades que podem aumentar e modular a
resposta fisiolégica do organismo para restaurar os tecidos lesados (Singh et al.,

2006). Particularmente, os preparativos de latex de plantas laticiferas podem ser
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aplicados topicamente sobre feridas recentes como hemostético e estimulante do
processo cicatricial (Thankamma, 2003).

O trabalho de Andrade et al., (2011) avaliou o estimulo inflamatério da
biomembrana de latex sobre a cicatrizagdo em ratos e concluiu que o biomaterial
induziu significativamente a fase inflamatéria de cicatrizacdo mediada pelo stress
oxidativo, que pareceu influenciar também as fases subsequentes, tais como a
angiogénese (com baixa expressdo de VEGF) e fibroplasia (independentes do TGF-

B1) sem influenciar a colagenase.

Balabanian et al. (2006), avaliaram a biocompatibilidade do polimero derivado
do latex da Hevea Brasiliensis, através da implantacdo do biomaterial em alvéolos
imediatamente apds a exodontia. Os granulos observados na cervical dos alvéolos
nao apresentaram reacao tipo corpo-estranho ou persisténcia da reacao inflamatoria
aguda inicial. Observou-se também diminuicdo da espessura da capsula fibrosa em
torno dos materiais no 0sso reparado nas areas adjacentes no 7° dia. A andlise
guantitativa evidenciou a aceleracdo de formacdo 6ssea, em paralelo com o

decréscimo de tecido conjuntivo nas areas ao redor dos implantes.

2.2.2 Biomembrana de latex com polilisina 0,1% (Biocure®)

A membrana de latex natural é extraida da seringueira Hevea brasiliensis e
fabricada por um processo diferente da técnica convencional utilizada nas industrias
de borracha por ser o latex banhado apd6s o processamento pela proteina de
polilisina a 0,1% (Mrué et al., 2004).

O latex natural é coletado da seringueira, usando a amdnia como Unico
conservante, sendo depois centrifugado para reduzir o seu teor de proteina,
particularmente as proteinas alergénicas. Uma composicdo de enxofre é entédo
adicionada como o unico agente de cura, apos entdo o latex é polimerizado a baixas
temperaturas em um molde de vidro, e o resultado desse processo é uma
biomembrana. A biomembrana obtida € fina, elastica e facil de manusear. A sua
estrutura € composta por cadeias de poliisopreno ligado com pontes de enxofre e de
proteinas e fosfolipidos do latex (figura 3). Finalmente, o produto é esterilizado por

oxido de etileno (Mrué et al., 2004).
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Figura 3 — Estrutura quimica da biomembrana Biocure®

A polilisina é uma poliamina sintética usada rotineiramente em histologia com
a finalidade de facilitar a adeséo celular sobre superficies vitreas. Este produto é,
carregado positivamente e as células normalmente ndo tém receptores especificos
para ele. Acredita-se que a adsorcao celular forcada pela polilisina seja promovida
pelas interacdes eletrostaticas entre a membrana celular e a superficie da poliamina,
mimetizando 0s eventos adesivos que ocorrem naturalmente entre as membranas
celulares e seus receptores especificos. As alteracbes nas cargas elétricas
superficiais vdo assim alterar a estrutura e a funcdo celular (Rainaldi, 1998; Singh,
1995).

Mrué et al. (2004) avaliaram a biocompatibilidade da biomembrana de latex in
vivo utilizando diferentes espécies animais. Implantes subcutaneos de biomembrana
de latex foram utilizados em paredes abdominais de cdes e apresentaram reparo
com tecido sem sinais de fibrose ou rejeicdo. O efeito da biomembrana também foi
estudado em ulceras dérmicas em orelhas de coelho, onde promoveu uma resposta
cicatricial melhor do que em comparacdo ao reparo fisiologicamente normal.
Observou que quantidades moderadas de células inflamatérias foram visiveis na
primeira semana ap0s o0 implante, diminuindo gradualmente e desaparecendo
completamente na quarta semana. Quantidades muito pequenas de células de
Langherhans foram observadas, mesmo na quarta semana, compreendendo menos
do que 5 células por campo (com ampliagdo de 40x). Ocorreu aumento gradual e
ordenado de fibras colagenas, semelhantemente a uma reacdo natural, e ainda

proliferacdes excessivas nao foram observadas até a quarta semana.

Em um relato de caso clinico Xavier et al. (2008) avaliaram o uso de uma
membrana de latex com polilisina a 0,1% como curativo. Foram realizadas duas

cirurgias de enxerto gengival livre utilizando areas doadoras palatinas, com intervalo
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de um més entre elas. Na primeira, foi colocada a membrana de latex sob o cimento
cirargico de protecdo em uma delas, enquanto na outra foi aplicado apenas o
cimento cirdrgico. Houve aceleracdo na epitelizacdo, associada a um aumento da
hemostasia e diminuicdo da sensibilidade pds-operatdria na area que recebeu a

biomembrana.

Silva e Maniscalco (2013) provocaram um defeito no palato secundario de
sete caes, dos quais, cinco foram recobertos com a biomembrana de latex com
polilisina a 1%, e os outros (dois) foram escolhidos como controle e tiveram o
fechamento por segunda intencdo. No periodo pdés-operatorio foram realizadas
observacdes clinicas e macroscopicas para avaliacdo dos resultados. A membrana
foi um fator de aceleracdo do processo de reparacao, visto que os animais do grupo
controle demoraram mais tempo para ter o defeito totalmente fechado em relagéo

aos outros.

2.2.3 Quitina e Quitosana

A quitina € um dos mais polissacarideos abundantes na natureza. Pode ser
encontrada no exoesqueleto de artrépodes, de crustaceos, de moluscos e, em
algumas paredes celulares de fungos (Dai, 2011). Algumas fontes de quitina comuns
(conchas de camardes e caranguejos, por exemplo) sdo muito acessiveis e de custo
baixo, fazendo da quitina um biomaterial comercialmente atraente para varias
aplicacdes (Khoushab, 2010; Madihally, 2011).

A quitina € um polissacarideo linear de unidades de N-acetil-D-glicosamina (2-
acetilamino-2-desoxi-D-glucose) unidas por ligacBes glicosidicas B-(1-4) (Koide,
1998; Kim, 2008; Jayakumar, 2010; Jayakumar, 2011; Dash, 2011). Como a quitina
ndo € soluvel em solucdo aquosa, geralmente é convertida em quitosana por
desacetilagcdo termoquimica, na presenca de uma solucédo alcalina (Dash, 2011;
Rinaudo, 2006). Portanto, a quitosana € um copolimero linear de D-glucosamina e
N-acetil-D-glucosamina. O termo quitosana também €& geralmente empregado para
descrever uma série de derivados de quitina de diferentes graus de desacetilacédo
(definido em termos de composicdo de grupos amino primarios na cadeia do

polimero e dos seus pesos moleculares médios) (Rinaudo, 2006).
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As propriedades quimicas, fisicas e biologicas da quitosana estdo diretamente
relacionadas com o seu grau de desacetilacdo e peso molecular (Chatelet et al.,
2001), A quitosana é geralmente considerada biodegradavel, biocompativel, ndo-
alergénico, ndo-téxico, bioadesivo, possui propriedades anti-microbianas, bioativas e
com efeitos hemostéaticos (Huang, Fu, 2010; Dai, 2011; Pérez, 2012). Ela também é
facilmente degradada por hidrélise quimica, bem como por certas enzimas humanas,

como a lisozima (Kim, 2008; Jayakumar, 2010).

Os materiais a base de quitosana geralmente exibem uma carga positiva
(quando em valores de pH da ferida tipica), capacidade de formacgédo de pelicula,
caracteristicas de gelificacdo suaves, forte propriedades adesivas ao tecido da ferida
(Moura et al., 2013). Também foram encontrados propriedades na quitosana e seus
derivados, para aumentar a coagulacdo e acelerar a cicatrizacdo de feridas
(Jayakumar, 2011; Kim, 2008).

Outros trabalhos também indicaram que biomateriais a base de quitosana
podem melhorar as func¢bes inflamatérias de leucdécitos polimorfonucleares,
macrofagos e neutrofilos, promovendo tecido de granulacdo para uma resposta
inflamatoéria adequada (Takei et al., 2012). Além disso, a quitosana pode estimular a
proliferacdo de fibroblastos, angiogénese, sintese e deposicdo regular de fibras de
colageno, que promove melhor organizacdo tecidual (Jayakumar, 2011; Kim, 2008;
Muzzarelli, 2009).

2.2.4 Biomembrana com Quitosana (HemCom Dental Dressing®)

HemCon Dental Dressing® (HemCon Medical Tecnology Inc, Beaverton,OR) é
fabricado a partir de quitosana, derivado de um biopolimero chamado quitina, que
sofre um processo de secagem por congelamento e remodelacdo para formar um
material altamente esponjoso (Burkatovskaya et al., 2006). E um dispositivo médico
hemostéatico que pode ser usado em cirurgias orais para atingir a hemostasia
precoce e melhorar o reparo pés-operatoério, tendo a capacidade de selar cavidades
pos-extracdes. Na periodontia é utilizado na regido doadora de enxerto gengival
para que haja uma cicatrizagcdo mais rapida e com um maior conforto ao paciente,

diminuindo a dor. Como ele adere na ferida, ndo ha necessidade de sutura e sera
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reabsorvido num periodo de 48h, melhorando assim a cicatriza¢do do leito doador,
garantindo um maior conforto ao paciente (Malmquist et al., 2008).

Os curativos tornam-se aderentes ao entrar em contato com o meio da ferida
oral e fornecem uma camada protetora, podendo ser cortado de tamanho
personalizado para atender as necessidades do paciente. Proporciona uma barreira
fisica para proteger a superficie da ferida, reduzindo a dor (CUI XU et al., 2009).

Um estudo em coelhos teve como objetivo avaliar o efeito hemostatico do
Hemcon e sulfato férrico nos locais das feridas 6sseas e medir o potencial de
cicatrizacdo de feridas e porcentagem de formacdo de novo 0sso em criptas 0sseos
tratadas com HemCon e sulfato férrico. Os resultados mostraram que a hemorragia
intermitente foi obtida com um valor médio de 1 minuto tanto para o HemCon como
para o sulfato férrico, enquanto que a hemostase completa foi obtida em 2,17 min.
para HemCon e 2,33 para sulfato férrico. A avaliacdo da neoformacéo dssea revelou
que HemCon mostrou significativamente mais deposicdo 6ssea dentro das criptas

O0sseas em comparacgao ao controle (Azargoon et al., 2011).

Malmquist et al. (2008) avaliaram a eficacia da membrana de quitosana da
HemCon na hemostasia de feridas orais. Participaram pacientes com idades entre
18 e 90 anos que faziam uso de anticoagulantes e que necessitavam de 2 ou mais
sitios cirdrgicos. A administracdo de anticoagulantes ndo foi alterada durante a
pesquisa. Os resultados demonstraram que os locais que receberam a membrana
tiveram hemostasia com 1 minuto enquanto o grupo controle, onde ndo ouve
preenchimento, com 9,53 minutos. Os locais que receberam quitosana tiveram
cicatrizacdo significativamente melhor. Além disso, pode-se perceber melhora no
guadro de dor e também menor incidéncia de osteite. Os autores concluiram que a
membrana apresentou-se estatisticamente significativa na promocéo da hemostasia

e cicatrizacdo no pos-operatério.

Kale et al. (2012) realizaram um estudo com 40 pacientes dentre eles nove
diabéticos e pacientes com distarbios plaquetarios, tomando medicacdes
antiplaquetarias e anticoagulantes. Avaliaram o uso de HemCon em locais de
extracdo e descobriram que todos esses sitios, incluindo os nove pacientes que
tomam anticoagulantes orais tratados com o HemCon, alcangaram hemostasia em
menos de 1 minuto versus controle feridas em 9,53 minutos. Comprovaram que a

Hemcon facilita a hemostasia e reduz a dor, diminui os riscos de trombose, pois
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permite ao paciente continuar com sua medicagdo, mostrando-se eficaz no combate
a infeccdes e qualquer tipo de manifestacdo na ferida. A HemCon desempenha
importante papel na hemostasia, porém de maneira independente do sistema

classico da cascata de coagulacéo.

2.2.5 Membrana biolégica derivada de Bovinos (GenDerm®)

Disponivel no mercado brasileiro, a GenDerm® (Baumer S.A., Mogi Mirim, SP)
€ uma membrana biolégica liofilizada derivada da matriz organica desmineralizada
da cortical 6ssea de bovinos, que se constitui basicamente de fibras colagenas. Sua
principal indicacdo € na clinica odontolégica, em casos de lesdes O&sseas
periodontais ou associadas a implantes metalicos osteointegraveis. Apresenta entre
as principais vantagens o custo acessivel e eficacia comprovada através de estudos
histolégicos em modelos animais (Taga et al., 1997; Taga et al., 2000; Sanches et
al., 2000; Herculani, 2000).

s

A GenDerm ¢é utilizada dentro do conceito de regeneracéo tecidual guiada
(GTR), apresentando bons resultados (Bernabé et al.,, 2010). Entretanto, faltam
ainda informacdes béasicas sobre a resposta celular desta membrana, como por
exemplo, o seu tempo de permanéncia estruturalmente funcional, assim como o0s

mecanismos bioldgicos locais e de estimulo aos tecidos (Taga et al., 2000).



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliacdo histologica do processo de cicatrizacdo de feridas cirargicas
padronizadas em calvéria de ratos, com a utilizacdo de uma biomembrana de latex
com polilisina 0,1% (Biocure®), uma biomembrana a base de quitosana (HemCon

Dental Dressing®) e uma membrana biolégica de origem bovina (GenDerm®).

3.2 Objetivo Especifico

Avaliacdo do estimulo que os biomateriais exercem sobre os tecidos durante
0 processo de cicatrizagdo, analisando qualitativamente a inflamagéo, a atividade
fibroblastica, atividade epitelial e angiogénese, comparando os resultados com os

encontrados nos processos cicatriciais controles.



4 MATERIAIS E METODO

4.1 Animais

Foram utilizados 30 ratos Wistar machos com 10 semanas de idade, de
procedéncia do biotério da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS),
Campus Campo Grande, com peso de aproximadamente 300g. Os animais foram
mantidos em gaiolas unitarias (Figura 4) de 25cm?® - 45x30x15cm de comprimento,
largura e altura respectivamente, com tampa gradeada de metal e mantidos, a uma
temperatura de 24°C e com iluminacgédo artificial por lampada fluorescente (modelo
luz do dia, 40W), possibilitando espago suficiente para sua movimentacdo e
descanso, sob higiene controlada; alimentados com racdo balanceada (Nuvilab CR -
1®) e &gua a vontade durante todo o experimento. Os animais permaneceram
isolados (Figura 5), para certificar que ficassem estaveis e saudaveis, mantendo
contato apenas com as pessoas envolvidas no trabalho.

Figura 4: Gaiolas com os animais Figura 5: Armazenamento das gaiolas

Os procedimentos foram realizados apos aprovacéo pelo Comité de Etica em
Uso de Animais (CEUA) da UFMS sob o protocolo de nimero 539/2013 (em anexo).
Todo o procedimento cirdrgico foi realizado na sala de experimentagdo do biotério
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da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, sob a supervisdo de um veterinério
responsavel. Os cuidados e medicamentos usados nos animais, bem como sua
posologia, foram indicados pelo médico veterinario responsavel pelo Projeto, com

base na literatura (Damy et al, 2010).

4.2 Procedimentos cirurgicos

4.2.1. Preparo dos animais

Os animais foram contidos manualmente (figura 6) e anestesiados com
associacdo de Cloridrato de Cetamina (Dopalen®) na dose de 58 mg/kg (figura 7) +
Cloridrato de Xilazina (Anasedan®) na dose de 9,2 mg/Kg (figura 8).
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Figura 6: Contengdo manual e anestesia intraperitoneal.
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Figura 7: Cloridrato de Cetamina (Dopalen®). Figura 8: Cloridrato de Xilazina

(Anasedan®).
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Depois de verificada a anestesia, cada animal foi posicionado em uma mesa
apropriada (figura 9) para a realizacdo de antissepsia com solucao de Clorhexidina a

2% (figura 10) e tricotomia da calvaria com lamina para tricotomia (figura 11).

Figura 9: Mesa para preparacao dos animais.
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Figura 10: Solucéo de Clorhexidina a 2%. Figura 11: Tricotomia sendo realizada.

Figura 12: Mesa para procedimentos cir(rgicos.
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4.2.2 Confeccéo das lesdes

Na calvaria de cada rato foram realizadas quatro lesdes teciduais
padronizadas em extensdo, por didmetro de bisturi circular “punch” (5mm), e
profundidade, de 2 mm. Para a padronizacdo das lesdes, foi utilizado um contra-
angulo cirGrgico com reducéo 20:1 & 400rpm (Kavo®) e motor cirtrgico (figuras 13 e
14). Em cada lesao foi aplicado um biomaterial, conforme especificacdo a seguir
(figura 15):

a) Lesdo superior esquerda: Biomembrana de latex com polilisina 0,1%
(Biocure®)

b) Lesao superior direita: Biomembrana com quitosana (HemCon®)

c) Lesdo inferior direita: Biomembrana biol6gica de origem bovina
(GenDerm®)

d) Lesao inferior esquerda: Coagulo sanguineo (controle)

Figura 13: A - Bisturi circular em operacao realizando as lesdes. B — Aspecto das lesdes apds a

incisdo com bisturi circular.
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Figura 14: A — Remocdao do tecido excisionado com o bisturi circular, em algumas leses foi utilizado
um bisturi manual com lamina 15 para auxiliar na remocao. B — Aspecto final e disposi¢édo das lesbes

na calvaria.

Figura 15 — Disposicdo das Lesdes padronizadas em que serdo posicionados 0s biomateriais.
Legenda: (em sentido cranio-caudal) A - Lesdo superior esquerda: Biomembrana de latex com
polilisina 0,1% (Biocure®); Lesdo superior direita: Biomembrana com quitosana (HemCon®); Leséo
inferior direita: Biomembrana bioldgica de origem bovina (GenDerm®); Les&o inferior esquerda:

Coagulo sanguineo (controle).
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Figura 16: Biomembrana de latex com polilisina 0,1% (Biocure)
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Figura 17: Biomembrana com quitosana (HemCon®).
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Figura 18: Biomembrana biolégica de origem bovina (GenDerm®).

As membranas foram recortadas com diametro ligeiramente maior que as
lesbes, de modo que estas fossem inteiramente protegidas pelo biomaterial. Em
seguida, foram fixadas com cola a base de cianoacrilato (Super-bonder®) e curativo

com fita microporosa (Micropore). Ao final, aplicou-se uma dose de antimicrobiano
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de amplo espectro (Calbiético®), via parenteral, com posologia de 1ml/kg. Os
animais foram recolocados em suas gaiolas de origem, em ambiente limpo até a

recuperacao anestésica e foram monitorados até a hora do sacrificio.
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Figura 19: Aspecto final dos animais no pés-operatorio Figura 20: Antimicrobiano de amplo
imediato com a colocacao de curativo com fita microporosa. espectro

Os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos, com dez animais

cada, para serem sacrificados nos tempos de 1 dia, 7 dias e 11 dias ap0s a cirurgia.

4.2.3. Coleta das pecas

Foi realizado um segundo tempo cirdrgico, de maneira semelhante ao
primeiro, para remocao total da calvaria dos ratos (pecas para andlise), e em
seguida, os mesmos foram sacrificados por superdosagem do anestésico. As pecas
foram armazenadas em frascos estéreis com volume de 5ml, contendo formol 10

volumes.
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Figura 21: Remocé&o do curativo e exposi¢ao Figura 22: Aspecto das lesdes de um animal
das lesdes. apos 7 dias.

Figura 23: Incisbes para remocédo das pecas. Figura 24: Peca da calvaria removida.

Figura 25: Acondicionamento das pecas em frascos estéreis e identificados com formol 10 volumes.

4.3 Procedimentos histoldgicos

O processo de confeccdo das laminas foi por fixagdo dos tecidos com
formaldeido tamponado a 10% (Fosfato de Sddio 0,1 molar) por 48 horas. Apds, foi
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realizada a desidratacdo das lesbes com a série de alcoois (70%, 80%, 95% e
absoluto), por 30 minutos em cada concentracdo. Em seguida, realizou-se a
diafamizacao pelo xylol, por 30 minutos e impregnacédo com parafina a 60°C, por 30

minutos para inclusdo dos blocos.

A microtomia dos blocos foi realizada em um micrétomo rotativo (Micron HM
325-ZEIZZ- Brasil), com navalhas descartaveis (LEICA 818 perfil alto — Alemanha)

com seccao de 5um de espessura, semi-seriada, com intervalo de 20um.

Os cortes foram corados com hematoxilina (30 segundos) — eosina (1 minuto)
(HE), e em seguida foi feita a montagem dos cortes com resina (Entelan — MERCK —
Brasil) em laminolas. A analise histolégica das laminas foi realizada por microscopio

Otico.

4.4 Procedimentos estatisticos

ApOs a confeccdo das laminas, as mesmas foram avaliadas por um
histologista experiente, através de uma analise cega, seguindo um escore pré-
definido para: Infiltrado inflamatério, Atividade fibroblastica, Atividade Epitelial e

Angiogénese (tabela 1).

Tabela 1: Descricao dos Escores utilizados para avaliagdo qualitativa das laminas histoldgicas.

Escores Descricao Preenchimento da leséo
0 Ausente
1 Pequeno Até 33%
2 Moderada 33a67%
3 Abundante 67 a 100%

O universo amostral foi composto por 4 grupos distintos (Biocure®, HemCon®,
GenDerm® e Coagulo sanguineo) sendo testados em 3 tempos experimentais (1, 7 e
11 dias) para 4 variaveis independentes (Infiltrado inflamatorio, Atividade
fibroblastica, Atividade Epitelial e Angiogénese). A avaliagdo por escores implica no

uso de testes estatisticos ndo-paramétricos.
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Para a analise entre materiais em um mesmo tempo experimental, foi utilizado
o teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn para comparacgfes duas a duas. As
comparacdes entre tempos diferentes de um mesmo biomaterial foram realizadas
pelo teste de Wilcoxon. Todos os testes foram realizados com um nivel de

significancia (a) igual a 5%. O programa estatistico utilizado foi o BioEstat 5.0.



5 RESULTADOS

5.1 Analise Histologica

Os cortes histologicos das feridas cirurgicas revelaram exuberante presenca
de células inflamatdrias mononucleares, representadas em sua maior parte por
neutroéfilos. Algumas amostras exibiram presenca de células gigantes multinucledas.
As figuras 26, 27 e 28 representam exemplificacdes dos cortes histolégicos de

amostras com 1, 7 e 11 dias, respectivamente.
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Figura 26 — Fotomicrografias das lesdes no periodo de 1 (um) dia, coloragdo HE, aumento 10x. A —
Grupo Biocure; B — Grupo HemCon; C — Grupo GenDerm; D — Grupo Codagulo (controle)
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Figura 27 — Fotomicrografias das les6es no periodo de 7 (sete) dias, coloracdo HE, aumento 4x. A —
Grupo Biocure; C — Grupo GenDerm.

Figura 28 — Fotomicrografias das lesdes no periodo de 11 (onze) dias, coloracdo HE. A — Grupo

Biocure; B — Grupo HemCon; C — Grupo GenDerm; D — Grupo Coagulo (controle)
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5.2 Avaliagéo dos escores

Os resultados da avaliacdo dos escores de cada variavel foram agrupados em

tabelas (tabelas 2, 3 e 4) referentes aos tempos experimentais (dias).

5.2.1 1° Dia

A avaliacdo dos escores ao 1° dia evidenciou que o Grupo Biocure®
apresentou menor atividade inflamatéria e maior atividade epitelial que os demais
grupos. As informacdes detalhadas da avaliacdo de cada grupo ao 1° dia estéo
descritas na tabela 2, bem como a comparacdo entre eles pode ser visualizada

através do gréfico 1.

Tabela 2 — Niveis de significAncia e conclusdo estatistica da compara¢do dos grupos em relacdo as
varidveis estudadas no periodo de 1 dia.

Variavel
Material Inflamacé&o Atividade fibroblastica Atividade epitelial Angiogénese
a + a =+ a + a
. ®
Ilileor%lggmzé p<005 A<B ns A=B p<005 A>B ns A=B
. ®
Conbome  P<005 A<C  p<005  A<C  p<005 A>C p<005 A<C
. ®
Béf:;ﬁ.ox p<005 A<D ns A=D  p<005 A>D ns A=D
®
I-gg:\ggl;nm(@)( ns B=C ns B=C ns B=C ns B=C
®
Hecrg(a:gmo " ns B=D ns B=D ns B=D ns B=D
®
Gecr;%eg:]rmo X s C=D p<005 C>D ns Cc=D ns  C=D

*Pelo teste de Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn, ao nivel de significancia (a) de 5%.
ns = ndo significativo.

# = Conclus&o.
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Gréfico 1 - Grafico box-plot de medianas e quartis dos escores da avaliacédo histolégica dos grupos
experimentais apds o periodo de 1 dia.
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5.2.2 7° Dia

A avaliacdo dos escores ao 7° dia evidenciou que o Grupo Biocure®
apresentou menor atividade epitelial que o grupo GenDerm®, sendo os demais
grupos estatisticamente semelhantes nas demais variaveis. As informacdes
detalhadas da avaliagcdo de cada grupo ao 7° dia estdo descritas na tabela 3, bem

como a comparacao entre eles pode ser visualizada através do grafico 2.
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Tabela 3 — Niveis de significaAncia e concluséo estatistica da comparagdo dos grupos em relacdo as

variaveis estudadas no periodo de 7 dias.

Variavel
Material Inflamacéao Atividade fibroblastica  Atividade epitelial Angiogénese
a + a T a + a T
. ®
Elgr%lggm)@g ns A=B ns A=B ns A=B ns A=B
Biocure® x _ _ _
GenDerm® ns A=C ns A=C P <005 AsC " Azc
. ®
Bcl?c?éltjggﬁlox ns A=D ns A=D ns A=D ns A=D
®
|‘|Ge$]ggrrnm®x ns B=C ns B=C ns B=C ns B=C
®
HeCrgggLTo § ns B=D ns B=D ns B=D ns B=D
®
G%r:)cgzrmo X ns C=D ns C=D ns C=D ns C=D

*Pelo teste de Kruskal-Wallis com pdés-teste de Dunn, ao nivel de significancia (a) de 5%.

ns = ndo significativo.

£ = Conclus&o.

Gréfico 2 - Grafico box-plot de medianas e quartis dos escores da avaliacdo histolégica dos grupos

experimentais apds o periodo de 7 dias.
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5.2.3 11°Dia

A avaliacdo dos escores ao 11° dia evidenciou que o Grupo Biocure®
apresentou menor atividade inflamatéria que o grupo coagulo (controle). O grupo
GenDerm® apresentou menor atividade epitelial que o grupo coagulo (controle) e
também menor atividade de angiogénese que os demais grupos. As informacdes
detalhadas da avaliacdo de cada grupo ao 11° dia estdo descritas na tabela 4, bem

como a comparacgao entre eles pode ser visualizada através do gréafico 3.

Tabela 4 — Niveis de significaAncia e conclusdo estatistica da compara¢do dos grupos em relacédo as

varidveis estudadas no periodo de 11 dias.

Variavel
Material Inflamacéo Atividade fibroblastica Atividade epitelial Angiogénese
a + a T a + a *
. ®
Efr(:]ucr(e)mé ns A=B ns A=B ns A=B ns A=B
Biocure® x _ _ _
GenDerm® ns A=C ns A=C ns A=C p<005 A>C
. ®
BCI?OC;QEEIOX p<0,05 A<D ns A=D ns A=D ns A=D
®
Fgen;ggrrnmx ns B=C ns B=C ns B=C p<005 B>C
®
HeCrg(é:gtrJTo X ns B=D ns B=D ns B=D ns B=D
®
GeCrl)%egrlrJToX ns C=D ns C=D p<005 C<D p<005 C<D

*Pelo teste de Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn, ao nivel de significancia (a) de 5%.
ns = nao significativo.

£ = Conclus&o.
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Gréfico 3 - Grafico box-plot de medianas e quartis dos escores da avaliacédo histolégica dos grupos

experimentais apos o periodo de 11 dias.
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5.2.4 Comparacéao entre tempos (dias)

A comparacgao entre tempos (dias) diferentes dos grupos evidenciou que o
grupo Biocure ndo apresentou diferenca estatisticamente significante entre 1 e 7
dias nas variaveis inflamacéo e atividade epitelial, bem como o grupo GenDerm
também apresentou atividade fibroblastica estatisticamente semelhante entre 7 e 11
dias. As informacgdes detalhadas da comparacgéo entre tempos (dias) de cada grupo

estao descritas na tabela 5.
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Tabela 5 — Niveis de significancia e concluséo estatistica da comparagdo dos tempos (dias) em

relacdo aos grupos (materiais) e as variaveis estudadas.

Variavel
Material Inflamacéao Atividade fibroblastica  Atividade epitelial Angiogénese
a + a + a a +
ldiax 7 dias
Biocure® ns 1=7 p<0,05 1<7 ns 1=7 p<005 1<7
HemCom® p<005 1<7 p<0,05 1<7 p<005 1<7 p<005 1<7
Genderm® p<005 1<7 p<0,05 1<7 p<005 1<7 p<005 1<7
Coagulo p <0,05 1<7 p <0,05 1<7 p <0,05 1<7 p<0,05 1<7
7 diax 11 dias
Biocure® p<0,05 7>11 p <0,05 7>11 p <0,05 7<11 p<0,05 7>11
HemCom® p<005 7>11 p <0,05 7>11 p <0,05 7<11 p<0,05 7>11
Genderm® p<0,05 7>11 ns 7=11 p <0,05 7<11 p<0,05 7>11
Coagulo p<0,05 7>11 p<0,05 7>11 p <0,05 7<11 p<0,05 7>11

*Pelo teste de Wilcoxon, ao nivel de significancia (a) de 5%.

ns = ndo significativo.

+ = Conclus&o.



6 DISCUSSAO

Um dos fatores mais importantes para a avaliacdo de um biocompatibilidade
do material € a sua pronta aceitacdo pelo hospedeiro, provocando uma resposta
inflamatéria que deve ser semelhante a do processo de cicatrizacdo normal. Por
conta disto, implantes in vivo sédo preferiveis, uma vez que fornecem informacdes
mais realistas do que o0s sistemas in vitro sobre as respostas do hospedeiro na

interface entre o material e 0 meio ambiente circundante (Mrué, 2004).

No nosso estudo foi realizado o estudo histolégico com tempos de 1, 7 e 11
dias, buscando-se observar os parametros da cicatrizacdo em fases diferentes.
Embora os tempos sejam variaveis de acordo com cada espécie e individuo, o
intuito foi de observar de maneira aproximada o comportamento do tecido em cada

fase (inflamatdria, proliferativa e maturacao).

Os neutréfilos sdo as primeiras células a serem ativadas na defesa
imunologica do hospedeiro contra a infeccdo. Apos a lesdo do tecido, estas células
migram para o local da inflamacgéo, impulsionadas pelo gradiente quimiotatico, para
reconhecer e fagocitar bactérias e tecido necrosado. Estes patdgenos estdo
expostos a um arsenal de enzimas hidroliticas e proteinas bactericidas pré-
armazenado nos granulos azurofilicos dos neutréfilos (Andrade, 2011).

Entre os achados histoldgicos do nosso estudo, um dos mais relevantes foi o
exsudato neutrofilico abundante em algumas amostras, sendo a maioria do grupo
coagulo (controle), seguido do grupo GenDerm®. O grupo Biocure® foi o Unico que
ndo apresentou nenhuma amostra com exsudato neutrofilico, indicando melhor

biocompatibilidade deste material em relacdo ao outros grupos.

O grupo Biocure® induziu menor resposta inflamatéria no 1° dia em relacdo
aos outros grupos, sendo no 11° dia também menor que o codgulo (controle). Por
outro lado, o grupo Biocure® apresentou maior atividade epitelial no 1° dia em
relacdo ao demais grupos. Estes dados parecem apoiar os achados clinicos de
Andrade (2011) que demostrou que o latex da seringueira H. brasiliensis promove
um estimulo a cicatrizagdo, especialmente na fase inflamatdria. Clinicamente,

acredita-se que o comportamento desta membrana seja o encontrado por Xavier
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(2008), onde houve aceleracdo na epitelizacdo, associada a um aumento da
hemostasia e diminuicdo da sensibilidade pés-operatdria na area que recebeu a

biomembrana.

O grupo HemCon® foi 0 Gnico que ndo apresentou diferenca estatistica em
nenhuma varidvel no 1° dia quando comparado ao coagulo (controle), e também
apresentou-se estatisticamente igual ou menor que os demais grupos no periodo de
7 e 11 dias, sendo superior apenas ao grupo GenDerm® na variavel angiogénese
com 11 dias. Apesar de alguns trabalhos demonstrarem propriedades hemostaticas
e melhora do processo de reparo (Malmquist et al., 2008), proliferacdo de
fibroblastos e angiogénese (Jayakumar, 2011; Kim, 2008, Muzzarelli, 2009), no
presente estudo ndo foi observada sua influéncia acelerando o processo de

cicatrizacao.

O grupo GenDerm® apresentou as menores atividade epitelial e angiogénese,
sendo menor inclusive que o grupo controle (coagulo) no periodo de 11 dias. Essas
informacBes demonstram que o material de alguma maneira interfere na migracao e
atividade epitelial, além de uma formacdo ndo adequada do tecido de granulacéo,
evidenciado pela menor angiogénese. Na avaliacdo dos grupos em tempos
diferentes (tabela 5), o Genderm® foi o Unico que ndo apresentou melhora da
atividade fibroblastica na comparacéo entre 7 e 11 dias. A persisténcia da atividade
fibroblastica em 11 dias demonstra que a cicatrizacdo ainda permanece na fase
proliferativa e possivelmente evoluird com a formacgéo de cicatriz hipertréfica, com
grandes quantidades de colageno. A comparacdo com o grupo controle leva ao
entendimento que este material provocou um atraso no processo normal de

cicatrizacao.



7 CONCLUSOES

A andlise dos resultados demonstrou que o grupo Biocure® apresentou
infiltrado inflamatorio significativamente menor que os demais grupos no 1° dia e
maior atividade epitelial na comparagdo com os mesmos, sendo as demais variaveis
semelhantes aos outros grupos. Ao 7° dia apenas o grupo GenDerm® apresentou
atividade epitelial menor que o grupo Biocure, sendo 0s outros grupos nas demais
variaveis sem diferencas estatisticas. Ao 11° dia o grupo GenDerm® apresentou
menor atividade de angiogénese que os demais grupos, sendo todos 0s grupos
semelhantes nas demais variaveis. No presente estudo, o grupo Biocure® favoreceu
o processo de cicatrizacdo, o grupo HemCon® ndo apresentou diferencas
estatisticamente significantes que permitam inferir que este possa estimular o
processo de cicatrizacdo, e por outro lado o grupo Genderm® parece interferir
retardando o processo cicatricial.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Andrade TAM, lyer A, Das PK, Foss NT, Garcia SB, Coutinho-Netto J, Jordao-Jr AA,
Frade MAC. The inflammatory stimulus of a natural latex biomembrane improves
healing in mice. Braz J Med Biol Res 2011;44(10):1036-1047

Azargoon H, Benjamin JW, Sokomon ES, Kessler HP, He J, Spears R. Assessment
of hemostatic efficacy and osseous wound healing using HemCon dental dressing.
JOE 2011, 37(6):807-811.

Bagheri SC, Bell RB, Khan HA. Clinical Review of Oral and Maxillofacial Surgery.
Elsevier Health Sciences. 2013

Balabanian CA, Coutinho-Netto J, Lamano-Carvalho TL, Lacerda SA, Brentegani
LG. Biocompatibility of natural latex implanted into dental alveolus of rats. J Oral Sci
2006; 48:201-205.

Bernabé PF, Gomes-Filho JE, Cintra LT, Moretto MJ, Lodi CS, Nery MJ, Otoboni
Filho JA, Dezan E Jr. Histologic evaluation of the use of membrane, bone graft, and
MTA in apical surgery. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 2010;
109(2):309-314.

Broughton Il G, Janis JE, Attinger CE. Wound healing: an overview. Plastic and
reconstructive surgery 2006; 117(7S):1e-S. (a)

Broughton Il G, Janis JE, Attinger CE. The basic science of Wound healing: an
overview. Plastic and reconstructive surgery 2006; 117(Suppl):12S. (b)

Burkatovskaya M, Tegos GP, Swietlik E, Demidova TN, Castano A & Hamblin MR.
Use of chitosan bandage to prevent fatal infections developing from highly
contaminated wounds in mice. J. Biomaterials 2006; 27(2):4157-4164.

Chatelet C, Damour O, Domard A. Influence of the degree of acetylation on some
biological properties of chitosan films. Biomaterials 2001; 22:261-8.

Cui Xu, Zhao D, Zhang B, Gao Y. Osteogenesis mechanism of chitosan-coated
calcium sulfate pellets on the restoration of segmental bone defects. Journal of
Craniofacial Surgery 2009; 20(5):1445-1450.

Dai T, Tanaka M, Huang YY, Hamblin MR. Chitosan preparations for wounds and
burns: antimicrobial and wound-healing effects. Expert Rev Anti Infect Ther
2011;9:857-79

*Estilo Vancouver apresentado pelo Comité Internacional de Editores de Revistas Médicas,
publicadas inicialmente em 1979.



51

Damy SB, Camargo RS, Chammas R, Figueiredo LFPD. Aspectos fundamentais da
experimentacdo animal-aplicacbes em cirurgia experimental. Revista da Associacéo
Médica Brasileira 2010; 56(1): 103-111.

Dash M, Chiellini F, Ottenbrite RM, Chiellini E. Chitosan—a versatile semisynthetic
polymer in biomedical. Progress in Polymer Science 2011; 678.

Edeoga HO, Okwu DE, Mbaebie BO. Phytochemical constituents of some Nigerian
medicinal plants. African Journal of Biotechnology 2005; 4: 685-688.

Figueiredo IST, Ramos MV, Ricardo NMPS, Gonzaga MLC, Pinheiro RSP, Alencar
NMN. Efficacy of a membrane composed of polyvinyl alcohol as a vehicle for
releasing of wound healing proteins belonging to latex of Calotropis procera.
Process Biochemistry 2014; 49: 512-519.

Gurtner, GC, Werner, S, Barrandon, Y, Longaker, MT. Wound repair and
regeneration. Nature 2008; 453(7193):314-321.

Herculani PP; Cestari TM, Taga EM, Taga R. Tratamento de defeito 6sseo perene
em calvaria de cobaia com membrana de cortival 6ssea bovina liofilizada associada
ou ndo a enxerto 0sseo bovino desmineralizado. Rev Bras Implant 2000; 1(1):7-14.

Huang S, Fu X. Naturally derived materials-based cell and drug delivery systems in
skin regeneration. J Control Release 2010;142:149-59.

Jayakumar R, Prabaharan M, Nair SV, Tamura H. Novel chitin and chitosan
nanofibers in biomedical applications. Biotechnol Adv 2010;28:142-50.

Jayakumar R, Prabaharan M, Sudheesh Kumar PT, Nair SV, Tamura H. Biomaterials
based on chitin and chitosan in wound dressing applications. Biotechnol Adv
2011;29:322-37.

Kale TP, Singh AK, Kotrashetti SM, and Kapoor A. Effectiveness of Hemcon Dental
Dressing versus Conventional Method of Haemostasis in 40 Patients on Oral
Antiplatelet Drugs, Sultan Qaboos. Univ Med J. 2012;12(3):330-335.

Khoushab F, Yamabhai M. Chitin research revisited. Mar Drugs 2010;8:1988-2012.

Kim 1Y, Seo SJ, Moon HS, Yoo MK, Park 1Y, Kim BC, et al. Chitosan and its
derivatives for tissue engineering applications. Biotechnol Adv 2008;26:1-21.

Koide SS. Chitin-chitosan: properties, benefits and risks. Nutr Res 1998;13:1091—
101.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kale%20TP%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Singh%20AK%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kotrashetti%20S%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kapoor%20A%5Bauth%5D

52

Korpenwar, A.N., 2012. Ethnomedicinal plants used by tribal's in cure of wounds in
Buldhana District (MS) India. International Journal of Recent Trends in Science and
Technology 2012; 3(2): 49-53.

Madihally SV. Processing chitosan for tissue regeneration. Curr Trends Polym Sci
2011;15:83-8.

Malafaya PB, Silva GA, Reis RL. Natural-origin polymers as carriers and scaffolds for
biomolecules and cell delivery in tissue engineering applications. Adv Drug Deliv Rev
2007;59:207-33.

Malmquist JP, Clemens SC, Oien HJ. Hemostasis of oral surgery wounds with the
HemCon Dental Dressing. J Oral Maxillofac Surg. 2008; 66: 1177-1183.

Miloro M. Peterson's Principals of Oral and Maxillofacial Surgery. 2 ed. Philadelphia:
BC Decker. 2004.

Moura LI, Dias A, Carvalho E, de Sousa HC. Recent advances on the development
of wound dressings for diabetic foot ulcer treatment — A review. Acta biomaterialia
2013; 9(7):7093-7114.

Mrué F, Coutinho-Netto J, Ceneviva R, Lachat JJ, Thomazini JA, Tambelini H.
Evaluation of the biocompability of new biomembrane. Mat Res 2004; 7:277-283.

Muzzarelli RAA. Chitins and chitosans for the repair of wounded skin, nerve, cartilage
and bone. Carbohydr Polym 2009;76:167-82.

Pérez RA, Won J, Knowles JC, Kim H. Naturally and synthetic smart composite
biomaterials for tissue regeneration. Advanced Drug Delivery Reviews 2012.

Rainaldi G, Calcabrini A, Santini MT. Positively charged polymer polylysine-induced
cell adhesion molecule redistribution in K562 cells. J Mat Sci Mat Med 1998; 9(12):
755-760.

Rinaudo M. Chitin and chitosan: properties and applications. Prog Polym Sci
2006;31:603-32.

Sanchez MPR; Marzola C; Taga R. Avaliacdo microscépica em ratos (wistar albinus)
de implantes de matriz de osso bovino liofilizado “Biograft” + proteina morfogentética
+ membrana reabsorvivel de osso bovino liofilizado Dentoflex”. Rev. Brasileira
Cirurgia e Implantodontia. 2000;7(27):30-39.

Sell SA, Wolfe PS, Garg K, McCool JM, Rodriguez IA, Bowlin GL. The use of natural
polymers in tissue engineering: a focus on electrospun extracellular matrix
analogues. Polym Adv Technol 2010;2:522-53.



53

Silva EB, Maniscalco CL. Palatoplastia com biomembrana natural de latex com
polilisina a 0,1% em caes com defeito palatino experimentalmente induzido.
Seminario: Ciéncias Agrarias, Londrina 2013; 34(2):785-792.

Singh M, Govindarajan R, Nath V, Rawat AK, Mehrotra S. Antimicrobial, wound
healing and antioxidant activity of Plagiochasma appendiculatum Lehm. et Lind.
Journal of Ethnopharmacology 2006;107: 67—72.

Singh MP, Lumpkin JA, Rosenblatt J. Effect of electrostatic interactions on polylysine
release rates from collagen matrices and comparison with model predictions. Journal
of controlled release 1995; 35(2):165-179.

Tabata Y. Biomaterial technology for tissue engineering applications. Journal of the
Royal Society Interface 2009:S311-24.

Taga R, Cestari TM, Taga, Assis GF, Marine MG. Avaliacao histoldgica, radiogréfica
e morfométrica de reparacdo de defeito 6sseo perene em cranio de cobaia tratado
com mistura de osseobond e membrana de cortical éssea bovina em posi¢ao
subperidstica na calvaria de cobaia. JBE — Jornal Brasileiro de Endo/Perio 2000;
1(1):78-87.

Taga R, Hassunuma CY, Cestari TM, Ferreira PM. Destino de membrana de cortical
0ssea bovina colocada em posicdo subperiostica na calvaria de cobaia. Rev. Bras.
Implant. 1997; 3(6) 24-29.

Takei T, Nakahara H, ljima H, Kawakami K. Synthesis of a chitosan derivative
soluble at neutral pH and gellable by freeze-thawing, and its application in wound
care. Acta Biomater 2012; 8: 686—93.

Tessmar JK, Gopferich AM. Matrices and scaffolds for protein delivery in tissue
engineering. Adv Drug Deliv Rev 2007;58:274-91.

Thakur R, Jain N, Pathak R, Sandhu SS. Practices in wound healing studies of
plants. Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine 2011;(2011) 17
pages, Article ID 438056, doi:10.1155/2011/438056.

Thankamma L. Hevea latex as wound healer and pain killer. Current Science 2003;
84:971-972.

Velnar T, Bailey T, Smrkolj V. The Wound Healing Process: An Overview of the
Cellular and Molecular Mechanisms. The Journal of International Medical Research
2009; 37:1528 — 1542

Xavier NL, Ferrdo Juanior JP, Magalhdes D, Farias FO, Coelho AAK. Aceleracédo da
fase inicial de reparacdo tecidual em é&rea doadora de enxerto gengival livre
utiizando membrana de latex. Rev Odontol UNESP 2008;37(2):69-73.



ANEXO A

AUTORIZACAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Comissio de Etica no Uso de Animais /CEUA

CERT I E I CE DG

Certificamos que o Protocolo n° 539/2013 do Pesquisador José
Peixoto Ferrdo Jr, referente ao projeto de pesquisa “Avaliagdo
histolégica da cicatrizagdo de feridas cirdrgicas padronizadas em ratos
utilizando trés biomateriais”, estd de acordo com os principios éticos
adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagéo
Animal (CONCEA), com a legislagéo vigente e demais disposicbes da
ética em investigagdo que envolvem diretamente o0s animais e foi
aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS/CEUA/UFMS, em reunido ordinaria do dia 18 de outubro de

2013.

Meixeu
Maria Araujo Teixeira

Coordenadora da CEUA/UFMS

Campo Grande, 29 de setembro de 2013.

Comissao de Etica no Uso de Animais/CEUA
http://www.propp.ufms.br/ceua
ceua@propp.ufms.br
fone (67) 3345-7184




