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RESUMO

NETO, HH. Analise histologica do processo inflamatorio em calvéaria de ratos

utilizando 3 biomateriais. Campo Grande; 2015. [Dissertacdo de Mestrado -
Programa de Pdés-Graduacdo em Odontologia - Universidade Federal de Mato
Grosso Sul].

Este estudo visou pesquisar o efeito biolégico na reparacdo de feridas
cruentas. Foram utilizados 30 ratos wistar machos e efetuadas quatro lesdes
padronizadas na calvaria de cada animal onde: lesdo superior esquerda foi utilizada
uma biomembrama de latex com polisina 0,1%; lesédo superior direita foi utilizada
uma biomembrana com quitosana;lesdo inferior direita membrana liofilizada de
cortical Ossea; lesdo inferior esquerda o coagulo sanguineo (controle).
Posteriormente, os animais foram divididos em trés grupos e cada grupo sacrificado
nos respectivos tempos de 1 dia (T1), 7 dias (T2) e 11 dias (T3) ap0s a cirurgia.
Foram confeccionadas laminas histolégicas coradas com H.E. Essas laminas
passaram por avaliacdo por um histologista experiente (ensaio cego) e classificadas
seguindo um escore pré-definido para inflamacao, hiperemia, hemorragia e tipo de
processo inflamatério. Fez-se a andlise estatistica com os testes de Friedman e
Kruskal-Wallis, seguido pelo pos-teste de Dunn. Na avaliagdo da inflamacéo,
hiperemia e hemorragia o0s resultados demonstraram que o0 grupo biocure
apresentou resultados em T1 significativamente menor que 0s outros materiais
testados (p=0,008); (p=0,003); (p=0,004), respectivamente,na avaliagcdo do tipo de
processo inflamatério, foi significativa a diferenca do no grupo tratado com Hemcon®
(p=0,002), sendo T1>T3; assim como no tratamento com Genderm® (p=0,0006),
onde T1>T3 e no grupo Coéagulo (p=0,002) onde T1>T3. O grupo tratado com a
membrana Biocure apresentou resultados superiores quando comparados aos
outros materiais testados.

Palavras chave: Enxerto gengival livre; Quitosana; Biomembrana de latex.



ABSTRACT

NETO, HH. Histological analysis of the inflammatory process in rat calvaria
using 3 biomaterials. Campo Grande; 2015. [Dissertation of Mestrado -
Postgraduate Program in Dentistry - Universidade Federal de Mato Grosso Sul].

This study aimed to find the biological effect in the repair of bloody wounds. A
total of 30 male Wistar rats and made four standardized lesions in the skull of each
animal where: Top left lesion was used a latex biomembrama with Polisina 0.1%;
injury upper right we used a biomembrane with chitosan; lower injury right lyophilized
bone cortical membrane; injury left lower blood clot (control). Subsequently, the
animals were divided into three groups and each group sacrificed at the respective
time of 1 day (T1), 7 days (T2) and 11 days (T3) after surgery. Histological slides
stained with HE were prepared These blades have undergone evaluation by an
experienced histologist (blind test) and classified following a predefined score for
inflammation, hyperemia, hemorrhage and type of inflammatory process. There was
a statistical analysis using the Friedman and Kruskal-Wallis test followed by Dunn's
post-test. In the evaluation of inflammation, redness and bleeding results showed
that Biocure group showed significantly lower results than others T1 tested materials
(p = 0.008); (P = 0.003); (P = 0.004), respectively, to evaluate the type of
inflammation, significant difference was observed in the group treated with Hemcon®
(p = 0.002), and T1> T3; as well as Genderm® treatment (p = 0.0006), where T1> T3
and clot group (p = 0.002) where T1> T3. The group treated with Biocure membrane
showed superior results when compared to other tested materials.

Keyword: Free gingival graft; Chitosan; Latex biomembrane.
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1 INTRODUCAO

As feridas cirargicas representam um problema clinico muito desafiador onde
conhecer o processo de reparo e saber tratar o problema € essencial na clinica
diaria. E sabido que o processo de reparo envolve trés fases distintas: inflamacao,
proliferagcdo e maturagéo e tem-se concentrado muito esforco para o entendimento
da fisiologia da cicatrizacdo com énfase em novas abordagens terapéuticas e um
continuo desenvolvimento de tecnologias curativas. A cicatrizacdo é um dos
processos mais estudados atualmente. Pesquisas tém avaliado a importancia de sua

estimulacdo na reabilitacdo funcional e estética do paciente (VELNAR et al., 2009).

Na odontologia, especialmente na periodontia, ocorreu um aumento
significativo na procura para correcdo de problemas estéticos associados a gengiva
e a técnica cirlrgica de escolha para se corrigir uma area onde a gengiva esta
ausente ou escassa € 0 enxerto gengival livre (EGL) ele envolve a remocao de
tecido de uma éarea doadora e sua transferéncia para uma area receptora
provocando assim uma ferida cirtrgica. Quando tecidos moles sdo escoriados e 0
tecido conjuntivo é exposto, ocorre a formacao de Ulceras, tanto em pele quanto em
mucosas e por ser removido o epitélio, a regido torna-se cruenta, deixando o
paciente susceptivel a dor e a hemorragia tardia (SILVA et al., 2008), apesar disso,
nao existem grandes mudanc¢as no procedimento ou na protecdo da area doadora

gue possibilitam o conforto do paciente (BOSCO et al.,1996).

As técnicas cirdrgicas de enxertia gengival sdo empregadas quando ha
necessidade de reparar uma area onde a gengiva queratinizada € estreita ou ate
mesmo ausente (FEITOSA et al., 2008). E necessario lembrar que o periodonto de
protecdo necessita de condicbes minimas para restabelecer sua homeostasia,
dentre estas, € de extrema importancia a presenca de uma faixa de mucosa
queratinizada na area marginal (RESENDE et al., 2009). O enxerto gengival livre
representa a principal técnica cirargica para aumento na largura do tecido
queratinizado, aumento da extensdo do vestibulo e eliminagdo de insercbes de
freios, mostrando-se como um procedimento previsivel para o tratamento desses

problemas.
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A progressdo de cura da ferida cirirgica envolve a orquestracao de
complexas interagdes entre ceélulas, componentes da matriz extracelular e
mediadores quimicos. Ap0s hemostasia e a formacdo de coagulos o processo de
cura pode ser dividido em trés fases que se sobrepdem: inflamacéo, proliferacéo e
reparo. A inflamacao inicia-se em poucos minutos apdés uma lesdo e os primeiros
mediadores inflamatorios sdo os leucécitos, ou seja, os neutrofilos que migram
através do endotélio dos vasos sanguineos locais, e mondcitos que migram do
sangue para os tecidos e diferenciam em macrofagos. Este ultimo inicia respostas
inflamatorias através da secrecdo de citocinas, e recrutam mais células imunes para
o local da infeccdo (MUZZARELLI, 2009). No processo de reparacéo tecidual, a
regeneracao e a cicatrizacdo devem ser consideradas como eventos distintos, que
agem em conjunto a fim de restaurar a estrutura anatbmica e a funcéo da regiao
afetada (BLANES, 2004).

A biomembrana de latex € um produto natural extraido da seringueira Hevea
brasiliensis sendo um material biocompativel desenvolvido na faculdade de medicina
da USP, Ribeirdo Preto (PAULO et al., 2005; GANGA et al., 2012) sendo fabricada
por um processo diferente do convencional utilizada nas industrias por ser o latex
banhado apo6s o processamento pela proteina polilisina (MRUE et al., 2004). A
polilisina é usada rotineiramente na histologia, sendo uma poliamina sintética capaz
de facilitar a adeséo celular sobre superficies vitreas, acredita-se que a adsorcéo
celular forcada pela polilisina seja promovida pelas interacdes eletrostaticas entre a
membrana celular e a superficie da poliamina (PAULO et al., 2005). Experimentos
realizados em caes demonstraram que este biomaterial se apresentou como um
importante indutor na cicatrizacdo de feridas destacando propriedades como a
neoangiogenése, epitelizacao e formacao de fibras musculares (FRADE et al., 2004)
e por induzir a aceleracdo dos processos cicatriciais como o0 estimulo da
angiogenése, proliferacéo fibroblastica e reconstituicdo tecidual, é atribuido a essa

biomembrana um melhor pés-operatério (PAULO et al., 2005).

A quitosana é um polimero produzido pela desacetilizacdo parcial da quitina
encontrada em exoesqueletos de alguns crustaceos e fungos (SILVA et al., 2006). E
um polissacarideo compreendendo copolimeros de glucosamina (b-1,4-2-amino-2-
deoxy-D-glucose) e N-acetilglucosamina (2-acetamido-2-deoxy-D-glucose). E um

material biocompativel, biodegradavel e bacteriostatico capaz de inibir bactérias



17

Gram positivas e Gram negativas (XU et al.,2009). Como membrana a quitosana
demonstrou excelente reparacao tecidual com aumento na formacéo 6ssea incluindo
osteoinducéo, osteointegrabilidade, efeito coagulante e analgésico, € de facil
aplicacdo, possui biodegrabilidade gradual beneficiando a regeneracédo tecidual
(ARDAKANI et al., 2011).

Foi introduzida recentemente no mercado brasileiro uma membrana biolégica
liofilizada da cortical 6ssea bovina (GenDerm®) que constitui-se basicamente de
fibras colagenas alta e naturalmente estruturadas.Tem sido utilizada rotineiramente
com sucesso na clinica odontoldégica em casos de lesdes Osseas periodontais ou
associadas a implantes osteointegrados e alguns trabalhos histolégicos em modelos
animais demonstraram a capacidade osteopromotora desta membrana (TAGA et al.,
2000).

Pensando na cicatrizacao da area doadora, foi proposta a utilizacédo de trés
biomateriais que foram objetos de estudo desse trabalho: Uma biomembrana de
latex com polilisina 0,1% (BIOCURE, PeleNova®), uma biomembrana impregnada
com quitosana (CHITOFLEX, HENCOM®-USA) e uma membrana biolégica liofilizada
de cortical 6ssea bovina (GenDerm®). Espera-se que os resultados dessa pesquisa
possam mostrar os estimulos desses curativos frente ao reparo epitelial das lesdes
protegidas por eles, pois os relatos da utilizacdo de curativos de colageno, latex e
quitosana em areas doadoras de enxerto em cirurgias mucogengivais, ainda sao

escassos na literatura.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Enxerto gengival livre

O enxerto gengival livre € a principal técnica cirargica para ganhar, aumentar
e melhorar a qualidade e quantidade de tecido gengival queratinizado. Consiste na
remocao de um tecido do leito doador e sua insercéo no leito receptor. Normalmente
a regido de escolha é o palato pela boa quantidade e qualidade da camada de
revestimento queratinizado da regido, porém, bons enxertos podem ser retirados da

tuberosidade ou crista edéntula (CAMIO et al, 2010).

Silva et al., em 2008, recomendaram as intervencdes cirdrgicas para
recuperacédo da faixa perdida ou ausente de tecido gengival queratinizado a partir do
momento em que hd o comprometimento da higiene oral, inflamacgéo e aumento de

recessoes.

Para Feitosa et al. (2008), a necessidade de uma cirurgia para se obter o EGL
€ uma limitac&o a técnica pois o leito doador fica cruento e desprotegido, geralmente

levando a desconforto doloroso ao paciente e risco de hemorragia tardia.

Pouca énfase tem se dado as areas doadoras e novas alternativas devem ser
pesquisadas com 0 objetivo de favorecer a cicatrizagcdo do leito doador e assim
diminuir o desconforto do paciente (BOSCO et al.,, 1996). Alguns materiais séo
aplicados no intuito de promover uma protecdo mecanica na area doadora (cimento
cirurgico, placa de acetato, micropore, etc.) (RESENDE et al., 2009), fragmentos de
enxerto autégeno (BOSCO et al, 1996), colageno hemostatico microfibrilar
(WIRTHLIN et al., 1980), no entanto, nenhum deles é capaz de induzir a aceleracao

da reparacéao.

Schrott, em 2009, afirmou que nao é possivel convencionar qual a faixa ideal
de tecido queratinizado para indicar uma intervencao cirargica, considera-se que
niveis inferiores a 2 mm seja um indicativo de necessidade de acéo cirdrgica para

seu aumento, visando a saude bucal do paciente.

Santamaria, em 2011, relatou que aumentar a faixa de tecido queratinizado
na presenca de comprometimentos a saude periodontal é orientada pelo papel de
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barreira que o tecido queratinizado exerce, com efeito protetivo as agressodes
teciduais.

Para Costa et al. (2011), o EGL € uma excelente opcéo para o tratamento da
recessao gengival, que é marcada pelo deslocamento vertical do tecido da gengiva

rumo ao terco apical podendo trazer desconforto ao paciente.

Segundo Germiniani et al. (2011), o impacto estético das deformidades ou
alteracdes mucogengivais junto com os efeitos dolorosos destas condicbes € a

principal motivacao entre os pacientes para buscar tratamento especializado.

A técnica cirurgica do EGL consiste na remoc¢do de tecido epitelial de uma
regido doadora e sua inser¢cao no leito receptor com periodo de cicatrizacdo que
geralmente ndo ultrapassa os 15 dias e com resultados estéticos em curto prazo
(PACHECO e HENRIQUES, 2011).

A relevancia da presenca de uma faixa de tecido queratinizado na
manutencdo da saulde periimplantar ja& gerou muitas controvérsias na literatura.
Atualmente sabe-se que o EGL é uma técnica com bons resultados para diversos
problemas do periodonto, dentre os quais a recuperacdo da faixa de gengiva
queratinizada e restabelecimento da margem gengival (WENNSTROM e DERKS,
2012). Com resultados seguros e previsiveis na melhoria da faixa de queratina da
gengiva recuperando a barreira gengival contra agressodes teciduais (ALMEIDA et
al.,, 2012), diversos estudos tém demonstrado que a presenca de gengiva
gueratinizada ao redor dos implantes osseointegrados apresenta beneficios como
contribuir para o selamento e prevencéo da inflamacao periimplantar, imobilizacéo e
diminuicdo da probabilidade de colapso dos tecidos moles, simplificagcdo do
processo de moldagem e principalmente, na facilitacdo da higienizacdo da area do

implante por parte do paciente (ESPER et al., 2012).

Silva et al. (2010) em um estudo clinico prospectivo com o objetivo de
avaliar a influéncia do cigarro sobre o enxerto gengival livre. Eles avaliaram as
alteracdes dimensionais do local e a cicatrizacao da area doadora, utilizando doze
nao-fumantes e 10 fumantes com indicacdo de EGL para aumentar dimensdes de
tecido queratinizado na area dos incisivos inferiores e avaliaram com até 90 dias de
pos-operatorio. A area palatal doadora foi avaliada para imediato sangramento e

epitelizacdo completa da ferida. Concluiram que o cigarro altera a cicatrizacdo da
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ferida cirdrgica pela diminuicdo do sangramento imediato e por atrasar a epitelizacédo
da ferida.

Para Ferrdo Jr. et al. (2012), em duas semanas, normalmente, o paciente esta
recuperado e nesse espaco de tempo a queixa mais comum € em relacédo a dor e

desconforto na regido doadora.

2.2 Biocure

A biocure é uma biomembrana de latex natural, desenvolvida pelo
departamento de bioquimica da faculdade de medicina da universidade de Ribeirdo
Preto em 1994. Ela € confeccionada a partir do latex da seringueira "hevea
brasiliensis" e fabricada diferente do método tradicional usado na inddstria da
borracha porque é banhada pela proteina polisina a 0,1% que aumenta a
permeabilidade e o fluxo microvascular (MRUE et al., 2004).

O latex natural é um cicatrizante, uma defesa natural da planta. Muitas
pesquisas com este material, em diferentes tecidos, tém demonstrado resultados
extremamente satisfatorios, o que motiva a realizacdo de novos trabalhos nesta
area. Préteses desse material foram desenvolvidas na Universidade de Sdo Paulo
em que a membrana de latex natural foi utilizada com sucesso na reconstrugédo do
esb6fago e na parede de caes. Os resultados revelaram que a membrana de latex
como novo material de fonte bioldgica, possui caracteristicas bioquimicas que o
tornam capaz de interferir no processo de reparacdo tecidual, favorecendo a
formacdo rapida e regular de novo tecido, além de ser de facil manuseio,
dispensando técnicas complexas para sua confeccéo e utilizacdo (ZIMMERMANN et
al., 2007)

Segundo Pinho et al., em 2004, a biomembrana de latex com polisina a 0,1%
apresenta importantes propriedades bioldgicas, tais como: promocdo de adesao
celular, atividade neoangiogénica e formacéo de matriz extracelular. Ela foi capaz de
favorecer o reparo de defeitos parciais de eséfago e de ressecgcdo extensas da
parede abdominal e capacidade de substituicdo parcial do pericardio de caes. Ja foi

utilizada com sucesso em cirurgias reconstrutivas de membrana timpanica e em
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Ulceras de membros inferiores, sendo biocompativel em todos os experimentos

realizados.

Polilisina é basicamente um acido poliaminico carregado positivamente. As
células normalmente ndo possuem receptores especificos para este acido
poliaminico e acredita-se que a polilisina ganha adesdo pelas interacfes
eletrostaticas entre os sitios anibnicos do plasma com os sitios catibnicos desta
superficie (RAINAIDI et al., 1998).

De acordo com Paulo et al. (2005), a polisina € uma poliamida sintética
utilizada em histologia para facilitar a adesdo celular em superficies vitreas.
Acredita-se que a propriedade de adesédo celular da polilisina seja promovida por
interacdo eletrostatica entre a membrana celular e a superficie da poliamida
mimetizando os eventos adesivos que ocorrem naturalmente entre as membranas
celulares e seus receptores especificos. Este produto € carregado positivamente e
as células ndo possuem receptores especificos para ele. As alteracdes nas cargas

elétricas superficiais vao alterar a estruturas e a funcao celular.

Fugimoto et al.,, em 2007, relataram que a biomembrana de latex produzida a
partir do latex da seringueira "hevea brasiliensis" e banhada pela polilisina a 0,1% foi
utilizada com sucesso no reparo de defeito parcial de es6fago, ressecc¢des extensas
da parede abdominal, substituicAo parcial do pericardio, merigoplastias,
reconstituicdo de timpanos e reconstru¢cdo conjuntival e também na cicatrizagdo de
feridas crbnicas como: Ulceras por insuficiéncia vascular, diabética, de pressao,

vasculogénicas, feridas cirargicas e traumaticas limpas ou infectadas.

Em um estudo experimental, Silva e Maniscalco (2013) geraram um defeito
secundario no palato de sete caes, dos quais, cinco foram recobertos com a biocure
e 0s outros dois foram escolhidos como controle e tiveram a cicatrizagcdo por
segunda intencdo. No poés-operatério foram realizadas avaliacdes clinicas e
macroscopicas para avaliacdo dos resultados. Concluiram que a biomembrana de
latex natural foi capaz de acelerar o processo de reparagdo tecidual visto que os
animais do grupo controle demoraram mais tempo para a cicatrizagdo total do

defeito.

Em consequéncia da auséncia de métodos ideais, o0s compositos, como as

membranas de latex natural, poliamida e polilisina a 0,1%, vém se mostrando uma
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boa alternativa em cirurgias experimentais. Sua utilizacdo foi descrita no reparo de
lesdes esofagicas em cdes com resultados animadores. O material ndo €
incorporado pelo hospedeiro, servindo somente como ponte para a regeneracao
tecidual. Esta observacao, aliada a sua resisténcia fisica e boa tolerancia por parte
do receptor permitiram que se iniciassem investigagces para sua possivel utilizacao
como implante (RABELO et al., 2005)

Xavier et al. (2008) descreveram um relato de caso clinico avaliando os
beneficios do uso da Biocure® como curativo. Foram realizadas duas cirurgias de
EGL utilizando o palato como &rea doadora onde foi colocado a membrana de latex
natural sob o cimento cirdrgico, em uma area, enquanto a outra foi aplicado apenas
o0 cimento cirdrgico. Na é&rea que recebeu o curativo houve aceleracdo da

epitelizacdo, aumento da hemostasia e diminuicdo da sensibilidade pds-operatoria.

2.3 Hemcon®

Hemcon® é um curativo hemostatico fabricado a partir da quitosana que sofre
um processo de secagem por congelamento e remodelacé&o para formar um material
altamente esponjoso. Basicamente € uma bandagem compressiva de acetato de
quitosana que foi desenvolvido como um agente hemostéatico. E usado para estancar
o fluxo de sangue, especialmente o fluxo de feridas sangrando severamente.
Anteriormente, a aplicacdo de pressao continua com gaze era a intervencgao primaria
utilizada para estancar hemorragias graves. Outros agentes hemostaticos
alternativos, como curativos de coldgeno ou curativos a base de fibrina-trombina néo
demonstraram ser suficientemente resistente a dissolu¢cdo em fluxo arterial elevado.
Relatorios de acdo por médicos de combate durante as operac¢des no Afeganistao e
no Iraque demonstraram sucesso no tratamento de ferimentos de bala,
metralhadora, mina terrestre e outros ferimentos, quando curativos convencionais
falharam. (BURKATOVSKAYA et al., 2006)

A quitosana é um polissacarideo linear abundante na natureza, derivado da
N-desacetilacéo da quitina e composto principalmente de h(1-4) ligado a 2-desoxi-2-
amino-d-glicopiranose e parcialmente de h(1-4) ligado e 2-desoxi-2-acetamido-

glicopiranose. Trata-se de um polissacarideo abundante na natureza, constituindo-
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se em uma fonte renovavel e relativamente barata uma vez que é obtida
também,como material rejeitado pela industria da pesca. Naturalmente, a quitosana
€ encontrada em alguns fungos, mas é principalmente obtida do exoesqueleto de
crustadceos como camardes, caranguejos e moluscos como as lulas. Devido a sua
biocompatibilidade, natureza n&o toxica e propriedades como efeitos inibitorios no
crescimento de fungos e bactérias, h4 um interesse crescente em seu potencial na

aplicacao em enxertos (COSTA et al., 2006).

A quitosana é um biopolimero natural derivado da quitina. Tanto a quitina
quanto a quitosana fazem parte de uma familia de macromoléculas formadas por
unidades de monossacarideo unidas por ligacdes glicosideas, foi descoberta em
1859 por Rouget, quando do contato da quitina com hidréxido de potassio em
ebulicdo. E um produto derivado da indUstria de pesca apresentando aplicacées em
diversas é&reas como tratamento de &guas, medicamentos cosméticos e
desenvolvimento de biomateriais (SANTOS et al., 2003).Este material se destaca
por sua biocompatibilidade, biodegrabilidade (SUH & MATTHEW, 2000), nado
toxicidade e atividade antimicrobiana  (bactericida, bacteriostatica, fungicida,
fungistatica) e também cicatrizante (DALLAN, 2005), de grande abundancia, baixo
custo, facil obtencdo podendo ser manipulada em diferentes formas (Spin Neto et
al., 2008).

De acordo com Wedmore et al. (2006), o curativo Hemcon® era carregado por
todos os soldados do exército dos EUA para minimizar o risco de hemorragia
descontrolada em combates. Cada médico americano carregava cinco bandagens
Hemcon® em seus kits de primeiros socorros. Foi utilizado para tratar ferimentos em
combates envolvendo grande sangramento arterial e venoso, resultante de feridas
de projétil de alta velocidade. Foi testado em soldados com alergia a frutos do mar
com sucesso, mais de 1.000.000 de unidades foram entregues a soldados sem
nenhum relato de evento alérgico. Esta falta de reatividade € provavelmente devida
a eliminagcdo de proteina de antigenos de reagbBes alérgicas durante o
processamento de geleificagdo da quitosana antes de ser utilizado para desenvolver

o curativo Hemcon®.

Malmaquist et al. (2008), descreveram o Hemcon Dental Dressing® como um
dispositivo médico hemostéatico que pode ser usado em cirurgias orais para atingir a

hemostasia precoce e melhorar a cura pos-operatéria, tendo a capacidade de selar
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cavidades poOs extracBes. Na periodontia é utilizada na regido doadora de enxertos
gengivais para que haja uma cicatrizagdo mais rapida e com um maior conforto ao
paciente, diminuindo a dor. O curativo adere na ferida ndo havendo necessidade de
suturas e sera reabsorvido num periodo de 48h, melhorando a cicatrizacao do leito

doador, garantindo conforto ao paciente.

O avanco nas pesquisas torna esta membrana cada vez mais utilizada, além
disso, feridas tratadas com quitosana mostraram menor grau de fibroplasia,
favorecendo a reepitelizacdo com formacdo de cicatriz lisa. A propriedade
imunomoduladora da quitosana € devida a sua capacidade de ativar quase que
exclusivamente o macrofago e explica ndo somente seu papel na aceleracdo da
cicatrizacdo de lesdes, mas também a biodegrabilidade desse polimero no
organismo. E ainda corrobora-se o fato de a quitosana ser obtida principalmente do
exoesqueleto de crustaceos, abundante em areas de costa maritima e que tem na

producéo a reciclagem com viabilidade econémica e ecoldgica (SILVA et al., 2006).

Segundo Boateng et al. (2008), a quitosana € conhecida por acelerar a
granulacéo durante a fase proliferativa da cicatrizacdo de feridas. Curativos bioativos
sdo relatados como superior ao convencional e sintético, tais como curativos de
gaze e hidrogel respectivamente. Tém as vantagens de fazer parte da matriz de
tecido natural, sdo biodegradaveis e alguns desempenham um papel ativo na

cicatrizacdo de feridas e formacao de tecido novo.

Os curativos a base de quitosana fornecem uma camada protetora, quando
da adesdo do curativo com a ferida oral, pode ser cortado em tamanho
personalizado para atender as necessidades de cada paciente e proporcionam uma
barreira fisica para proteger a superficie da ferida, reduzindo a dor (CUI XU et al.,
2009).

Com o objetivo de avaliar o efeito da quitosana no ligamento periodontal de
humanos Pang et al., em 2005, realizaram um estudo tanto in vitro como em defeitos
realizados em calvaria de ratos. Os fibroblastos foram obtidos de individuos
saudaveis, as culturas de células continham quitosana nas concentracdes de 0,01,
0,1, 1 e 2 mg/ml. Também foram realizados defeitos de 8 mm na calvaria de 30 ratos
que foram divididos em 3 grupos de 10 animais cada.Um grupo recebeu
guitosana/esponja de colageno, outro apenas quitosana e outro coagulo. Os animais

foram sacrificados ap6s 2 e 8 semanas e entdo foi realizada analise histologica e
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histomorfométrica. Os autores concluiram que a quitosana foi capaz de induzir a

proliferagao celular nas concentragdes de 0,1 mg/ml.

A quitina reduz o tempo de coagulacdo sanguinea devida a capacidade de
agregar tanto plaquetas quanto eritrocitos. Grupos aminicos livres da quitosana
interagem com receptores das hemacias. A ligacdo com as plaquetas promove
liberacdo de fatores de crescimento derivados de plaquetas AB e também fator de
transformacao de crescimento 1. A ativagdo dos macréfagos € responsavel pela

degradacédo da quitina no organismo (Costa Silva et al., 2006).

O objetivo do trabalho de Azargoon et al., em 2011, foi avaliar a acao da
quitosana na hemostasia, cicatrizacdo e se existiam efeitos de formacéo 6ssea. Para
isso os autores avaliaram os efeitos da membrana Hemcon® (Patterson Dental,St
Paul,MN) em cirurgias periapicais realizadas em 12 coelhos. Os animais foram
divididos em grupo controle, que utilizou apenas coagulo e dois grupos
experimentais que usaram ou quitosana ou sulfato férrico a 15,5%. A membrana
Hemcon® apresentou hemostasia com 2,17 minutos e sulfato férrico 2,33 minutos.
N&o foi observada diferenca significativa entre quitosana e sulfato férrico, porém, os
autores concluiram que a membrana Hemcon® apresentou capacidade de
hemostasia e também maior formacdo Ossea quando comparada a apenas o0

coagulo.

2.4 GenDerm®

A GenDerm® foi introduzida recentemente no mercado brasileiro e é uma
membrana bioldgica liofilizada de cortical 6ssea bovina, constitui-se basicamente de
fibras colagenas ésseas cuja utilizacdo na clinica odontolégica tem sido considerada
de muito sucesso em casos de lesBes 6sseas periodontais ou associadas a
implantes osteointegrados (TAGA et al., 2000).

O colageno é uma proteina fibrosa formada por trés cadeias polipeptidicas
usado para a fabricacdo de produtos médicos-odontologicos devido &s suas
excelentes propriedades fisicas, bioldgicas e sua imensa disponibilidade. Constitui
cerca de 1/3 de todas as proteinas do corpo. Existem cerca de 19 tipos de colageno

ja identificados e o mais abundante € o colageno tipo 1, cerca de 90% de todo o
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coldgeno do corpo. Representa o principal elemento do tecido conjuntivo, tendo a
funcéo estrutural para outros tecidos do corpo como tenddes, 0ssos, pele e tecidos
periodontais (LEE et al., 2001).

Segundo Seal et al. (2001), o colageno representa a principal macromolécula
extracelular do tecido conjuntivo periodontal. O colageno tipo | representa cerca de
90% do coldgeno humano é encontrado principalmente em 0ssos e pele, sendo o
colageno tipo Il o maior constituinte da cartilagem. Os colagenos tipos I, II, lll e V
apresentam baixo potencial imune quando implantado em animais e humanos,
sendo assim, aprovados pela "Food and Drugs Administration” (FDA) para o uso

clinico.

De acordo com Wang e Caroll (2001), os varios tipos de colageno
apresentaram excelentes propriedades como hemostasia, mostraram ser
quimiotaticos para fibroblastos humanos, foram absorviveis fisiologicamente pelos
tecidos, serviram de suporte para o crescimento celular na engenharia de tecidos,
possuiam ampla disponibilidade e abundancia na natureza, puderam ser

manipulados em diversas formas e possuiam um facil manuseio.

O uso do coldgeno na medicina e odontologia é obtido de varias estruturas,
principalmente animal e algumas humanas, que incluem a pele, o tend&o, os
intestinos de boi e carneiro, a derme do porco, a pele e o pericardio de bezerro. O
colageno passa por um processo de isolamento e purificacdo que envolve a digestédo
enzimatica do colageno sollvel, ou a extracdo quimica de colageno fibrilar do tecido,
seguido de processamento para a obtencdo de géis, esponjas, filamentos e
membranas (AL-ARRAYED et al., 1995).

Bord et al. (1996) afirmaram que na degradacdo do colageno estédo
envolvidas varias enzimas, no entanto, as principais sdo as enzimas chamadas
colagenases, que sao especializadas em hidrolisar o colageno. Pertencem a familia
das enzimas chamadas metaloproteinases da matriz, responsaveis pela degradacao
do tecido conjuntivo, essas colagenases podem ser produzidas por diversos tipos
celulares dentre eles estdo os fibroblastos, macrofagos, células epiteliais e
osteoclastos, bem como bactérias que estdo presentes na cavidade oral como a

Porphyromonas gingivalis.



3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Avaliar histologicamente a reacdo inflamatoria de lesBes cirargicas em
calvarias de ratos pelo uso da biomembrana de latex com polilisina 0,1%, da
membrana impregnada com quitosana e a membrana biolégica liofilizada de cortical

o0ssea bovina.

3.2 Objetivos especificos

Diferenciar o tipo de processo inflamatorio de acordo com o tipo de curativo

utilizado nos defeitos cirargicos realizados;

Analisar os diferentes biomateriais conforme o grau de inflamacao provocada
e o0 estimulo que exercem sobre o tecido durante o processo de inflamacéo

comparando os resultados aos encontrados nos grupos controle.



4. MATERIAIS E METODO

4.1 Animais

Foram utilizados 30 ratos Wistar machos, de procedéncia do biotério da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), campus Campo Grande, com
peso de aproximadamente 350g. Os animais foram mantidos em gaiolas de 25cm?
45x30x15 cm de comprimento, largura e altura, respectivamente (Figura 1) com
tampa gradeada de metal e mantidos, a uma temperatura de 24°C e com iluminagéo
artificial por lampada fluorescente (modelo luz do dia, 40W), possibilitando espaco
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 2), para certificar que

ficassem estaveis e saudaveis, mantendo contato apenas com as pessoas

envolvidas no trabalho.

Figura 1 - Gaiolas com o0s animais Figura 2 - Armazenamento das gaiolas

Os procedimentos s6 foram realizados apds aprovacédo do Comité de Etica
em Uso de Animais (CEUA) da UFMS sob o protocolo de nimero 560/2013. Todo o
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procedimento cirdrgico foi realizado no biotério da Universidade Federal do Mato
Grosso do Sul, sob a supervisdo de um veterinério responsavel. Os medicamentos
usados nos animais, bem como sua posologia, foram indicados pela médica
veterinaria responsavel pelo biotério. Para a aplicacdo de anestésicos e medicacéo

pds-operatoria, os animais foram pesados e suas doses individualizadas.

4.2 Procedimento cirurgico

Os animais foram contidos manualmente (Figura 3) e anestesiados com
associacdo de Cloridrato de quetamina (Dopalen®) na dose de 80mg/kg (Figura 4)+

Cloridrato de Xilazina (Anasedan®) na dose de 10mg/kg (Figura 5).

Figura 3 - Contencdo manual e anestesia intraperitoneal

A cirurgia ocorreu ap0s a anestesia por via intraperitoneal, utilizando agulhas
de 25x5 mm. ApOs a obtencdo da anestesia, cada animal foi posicionado em uma
mesa apropriada (Figura 6) e realizou-se a tricotomia da regido a ser operada,
utilizando lamina de barbear estéril (Gillette®, Sdo Paulo, Brasil), antissepsia com
alcool iodado a 2% (Povidini®, Amazonas, Brasil) (Figura 7).
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Figura 4 - Cloridrato de quetamina

Figura 6 - Mesa para preparagdo dos animais

Figura 7 - Tricotomia Figura 8 - Mesa para procedimentos
cirdrgicos

Na calvaria foram realizadas quatro lesbes de 5x2 mm de extensao e
profundidade, respectivamente, com bisturi circular (Conexao®, Sdo Paulo, Brasil)
(Figura 9). Para padronizar a rotacdo e consequientemente o trauma na confecgéo
das lesdes, foi utilizado um contra-angulo com redugéo 20:1 (NSK, Japao) (Figura
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10) e um motor cirargico (NSK, Japéo) na rotacdo 1:1 (Figura 11). As lesdes foram
divididas conforme o tratamento em quatro tipos: G1 — superior esquerda, G2 —

superior direita, G3 — inferior esquerda e G4 — inferior direita (Figura 12).

Figura 9 - Bisturi circular Figura 10 - Contra-angulo

Figura 11 - Motor de implante Figura 12 - Lesdes provocadas em calvarias

A lesédo superior esquerda (G1) foi protegida pela membrana de latex com
polilisina a 0,1% (Biocure®) (Figuras 13 e 14); a lesdo superior direita (G2) a
protecdo ocorreu com a membrana de quitosana (HemCon®) (Figuras 15 e 16); a
lesdo inferior direita (G3) a protecdo se deu pelo curativo de colageno (Gen derm®)
(Figura 14 e 15) e a leséo inferior esquerda (G4), ficou sem nenhum curativo para
protecdo, sendo o controle (Figura 16).
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Figural5 - Lesdo protegida com HemCon

Figura 17 - Les&o protegida com GenDerm

_

Figural6 - HemCon®
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Figura 18 - GenDerm®

Os curativos foram fixados somente nas bordas através da cola de

cianoacrilato (SuperBonder®, Loctite, Brasil).

Finalizando, aplicou-se uma dose de antimicrobiano de amplo espectro
(Pentabidtico Veterinario Reforcado®, Fort Dodge Animal Health, Fort Dodge, lowa,
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Estados Unidos), via parenteral, com posologia de 1ml/kg (Figura 19) e uma dose de
analgésico butorfanol (Torbugesic®) na dosagem de 0,1ml/300g peso (Figura 20),
com agulha de tamanho 30x7.

L2

Pentabiiticoe Veterindr
Reforgado

Uso Veterinario

Figura 19 - Antimicrobiano Figura 20 - Analgésico

Os animais foram recolocados em suas gaiolas de origem, em ambiente limpo

até a recuperacao anestésica e foram observados até a hora do sacrificio.

Os animais foram divididos em trés grupos, com dez animais cada, para
serem sacrificados nos tempos de 1 dia(T1), 7 dias(T2) e 11 dias(T3) apods a
cirurgia pela superdosagem do anestésico. Os fragmentos teciduais das calvéarias
dos ratos, contendo as lesdes com os curativos, foram removidas (Figura 22) e
imersas em solucao de formol tamponado a 10%, catalogadas e encaminhadas para
os procedimentos histolégicos.

Figura 21 - Remocao das pecas Figura 22 - Peca da calvaria
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Figura 23 - Pecas acondicionadas e Figura 24 - frascos estéreis com formol
identificadas.

4.3 Procedimentos histoldgicos

O processo de confeccdo das laminas foi por fixagdo dos tecidos com
formaldeido tamponado a 10% (Fosfato de Sdodio 0,1 molar) por 48 horas, em
seguida foi realizada a remocao dos curativos e a separacao das lesdes. Apos, foi
realizada a desidratacdo das lesBes com a série de alcodis (70%, 80%, 95% e
absoluto) por 30 minutos em cada concentracéo.

Em seguida realizou-se a diafanizacdo pelo xilol, por 30 minutos e
impregnacdo 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
seccdo de 5 pm de espessura, semi-seriada, com intervalo de 20 pm, sendo
confeccionados trés cortes de cada lesdo, somando um total de 12 cortes de cada

animal.

Esses cortes foram corados com hematoxilina (30 segundos) — eosina (1
minuto) (HE). Em seguida foi feita a montagem dos cortes com resina (Entelan —
MERCK —Brasil) em laminulas. Todo este processo foi realizado no laboratério de

Histologia do CCBS da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

ApOs secagem, as laminas foram analisadas por um patologista, sem o
conhecimento da origem das mesmas, através da microscopia Optica de luz
(Microscopio binocular Nikon Eclipse E200), desde a visdo panoramica até a objetiva
de aumento final de 400x, em campos aleatérios e sobre dois cortes seriados e

transformados em escores numericos.
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Ao final da observacdo das laminas foi obtida uma média aritmética dos
scores e transformados em valores numéricos respectivamente: 0 — ausente; 1 —
leve; 2 — moderada; 3 — intensa; 4 severa, para as alteracOes relacionadas com
inflamacé&o, hiperemia, hemorragia e tipo de processo inflamatorio (Tabela 1 e
Tabela 2).

Tabela 1 - Descrigéo dos escores utilizados para a avaliagdo qualitativa das laminas

histoldgicas.
Escores Descricéo Preenchimento da les&o
0 Ausente
1 Leve 25%
2 Moderada 50%
3 Intensa 75%
4 Severa 100%

Tabela 2 - Descri¢do dos escores utilizados para avaliacao do tipo de processo

Inflamatorio.
Escores Descrigéao Preenchimento da les&o
0 Ausente
1 Aguda + de 50% neutrofilos-
2 Crobnica + de 50% de leucd6citos monocelulares
3 Mista = neutrofilos e monocelulares

4.4 Procedimentos estatisticos

As comparacdes estatisticas inferenciais entre dados de um mesmo dia
comparando os quatro tratamentos foram realizados pelo teste estatistico Friedman,
enquanto a comparagdo entre os diferentes dias em um mesmo tratamento foi
calculada pelo teste estatistico Kruskall-Wallis. Na presenca de diferenca
significativa aplicou-se o poés-teste de Dunn a fim de identificar onde estas se
encontravam. Para tais analises foi utilizado o software estatistico GraphPadInstat

3.06 com nivel de significancia de 5%.



5 RESULTADOS

5.1 Analise histolégica

Os cortes evidenciaram a presenca da area cirirgica e em alguns casos até
o material pesquisado. Todas as laminas foram passiveis de andlise histoldgica.

Figura 25 - Fotomicrografias das les6es no periodo de 7 dias, coloragdo HE, aumento
10x Processo inflamatério cronico (2);hemorragia(3); Grupo D-controle

Figura 26 - Fotomicrografias das les6es no periodo de 7 dias, coloragdo HE, aumento
10x Processo inflamatério agudo (1); Grupo B-Hemcon.
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Figura 27- Fotomicrografias das lesdes no periodo de 7 dias, coloracdo HE, aumento 40x
Processo inflamatdrio misto(3); Grupo A-Biocure.

5.2 Avaliacédo dos escores

Os dados coletados, previamente classificados, foram apresentados em
valores minimo, maximo e mediana ou em percentual de animais com a

caracteristica analisada, dispostos de forma descritiva, em graficos ou tabelas.

5.3 Variaveis

5.3.1 Tipo de processo inflamatério

O tipo de processo inflamatério ndo apresentou diferenca significativa nos
intervalos de tempo estudado para os quatro grupos. No 1° dia o valor de p=0,86, no
7° dia o valor de p=0,98 e no 11° dia p=0,97.

Quando a comparagdo do tipo de processo inflamatério foi intra grupo,
comparando-se 0os 3 momentos de analise, ndo observou-se diferenca significativa
em relacdo ao grupo tratado com biocure (p=0,05). Entretanto, foi significativa a
diferenca do tipo de processo inflamatério no grupo tratado com Hemcon® (p=0,002),
sendo T1>T3; assim como no tratamento com Genderm® (p=0,0006), onde T1>T3 e
no grupo Coagulo (p=0,002) onde T1>T3.

As distribuicdes percentuais dos animais de acordo com as classificagcoes
adotadas para mensurar o tipo de processo inflamatério, em cada um dos

tratamentos podem ser visualizadas no Grafico 1.
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Gréfico 1 — Percentual de animais classificados de acordo com o tipo de processo inflamatério
(aguda, crénica ou mista) nos diferentes tratamentos. Nota:* diferenca significativa entre as
classificacdes analisadas nos momentos 1°, 7° e 11° dias pelo teste Kruskall Wallis, em um mesmo
grupo. Entre parénteses descreve-se em quais momentos a diferenca foi identificada pelo pés teste

de Dunn.
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5.3.2 Inflamacé&o

Foi significativa a diferenca entre o grau de inflamacdo do 1° dia comparando
os diferentes tratamentos (p=0,008), sendo que o tratamento com Biocure®
apresentou grau de inflamacéo significativamente menor que os tratamentos com
Hemcon® e Coagulo (p<0,05), mas nao diferiu da resposta do tratamento com

Genderm® (p>0,05) (Tabela 3).

Foi observada significativa diminuicdo da inflamacéo ao decorrer dos dias da
lesdo nos grupos tratados com Hencom® (p=0,002), Genderm® (p=0,04) e Coéagulo
(p=0,0004). O pés teste apontou que nos tratamentos com Hemcon® e Genderm® a
resposta inflamatéria foi maior no 1° dia em comparacdo ao 11° dia. No grupo
coagulo o 1° dia foi significativamente maior tanto em relacdo ao 7° quanto ao 11°
dia. No grupo Biocure® néo foi evidenciada diferencas significativas entre os dias de

leséo (Tabela 3).

Tabela 3 — Valores maximo, minimo e a mediana do escore registrado para
inflamacé&o nos diferentes materiais estudados, nos diferentes
periodos de avaliacao.

, - Grupos Valordep!"
Caracteristica Pontuagao minima — maxima (mediana) (entre
Biocure Hencom Genderm Coagulo
(n=12) (n=12) (n=12) (n=12) grupos)

Inflamacao

1° dia 1-3(1)° 2—4(3y | 2-3(3)"8 | 3-4 (3) 0,008

7° dia 1-3(2) 1—3(3)* 1—4(2)»® 1—4(2)P 0,63

11°dia 1-2(1) 1-4(2)P 1-3(1)P 1-3 (2P 0,49
Valorde p@
(entre momentos) 0,05 0,002 0,04 0,0004

Nota: Letras minUsculas indicam diferengca entre os momentos 1°, 7° e 11° dias na utilizagdo do
mesmo material biologico.Letras mailsculas indicam diferenca entre os diferentes materiais
biolégicos avaliados em um mesmo momento.

5.3.3 Hemorragia

Em relacdo a hemorragia foi identificada significativa a diferenca apenas no 1°
dia comparando os diferentes tratamentos (p=0,003), sendo apontado pelo pos-teste

gue o tratamento com Biocure apresentou hemorragia significativamente menor que
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os tratamentos com Hemcon (p<0,05), mas sem diferenca em comparacdo com 0s

tratamento com Coagulo e Genderm® (p>0,05) (Tabela 4).

A comparacédo entre os intervalos de tempos analisados no mesmo grupo de
tratamento em relacdo a hemorragia mostrou significativa diferenca no grupo
Hemcon® (p=0,001) e no grupo Coagulo (p=0,004), com pds-teste apontando o 11°
dia com menor hemorragia em relacdo ao 1° e ao 7° dias (p<0,05). Também foi
identificada diferencas no grupo Genderm® (p=0,007), o p6s-teste apontou o 11° dia
menor apenas que o 1° dia de andlise. JA o grupo Biocure® nao foi significativa a

diferenca entre os momentos (p=0,05).

Tabela 4 — Valores maximo, minimo e a mediana do escore registrado para
hemorragia nos diferentes materiais estudados, nos diferentes
periodos de avaliacéo.

Grupos

. . . . . Valordep!
. .- Pontuacao minima — maxima (mediana
S e Biocure Hencom Qvgwnwgwgﬁwnfnm Coé)gulo s
(n=12) (n=12) (n=12) (n=12) grupos)

Hemorragia

1° dia 0-3(0)® 1—4 (32 | 1-3(2)*8 | 1-3 (2)B 0,003

7° dia 0-3(2) 1-3(2)? 0-3(2p" |0-3(2p¢ 0,19

11° dia 0-3(1) 0-2(1)" 0-2(0)® 0-2(1)p 0,23
Valorde p@
(entre momentos) 0,05 0,001 0,007 0,004

Nota: Letras minusculas indicam diferenca entre os momentos 1°, 7° e 11° dias na
utilizacdo do mesmo material biolégico.Letras mailsculas indicam diferenca entre os

diferentes materiais biol6gicos avaliados em um mesmo momento.

5.3.4 Hiperemia

Foi significativa a diferenga entre a hiperemia somente no 1° dia comparando
os diferentes tratamentos (p=0,004), sendo apontado pelo pos-teste que o
tratamento com Biocure® apresentou hiperemia significativamente menor que 0s
tratamentos com Hemcon® (p<0,05), mas n&o diferiu da resposta do tratamento com
Coagulo e Genderm® (p>0,05) (Tabela 5).

Foi observada significativa diminuicdo da hiperemia no decorrer dos

momentos da andlise intra-grupos, nos grupos tratados com Hemcon®
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(p=0,01),Genderm® (p=0,007) e Coagulo (p=0,01). O pds-teste apontou que nestes
tratamentos a hiperemia foi maior no 1° dia em comparacéo ao 11° dia (p<0,05). No
grupo Biocure® nao foi evidenciada diferencas significativas entre os dias de lesdo
(p>0,05) (Tabela 5).

Tabela 5 - Valores maximo, minimo e a mediana do escore registrado nos diferentes
materiais estudados, nos diferentes periodos de avaliacéo.

- Grupos Valordep™
Caracteristica Pontuagao minima — maxima (mediana_) (entre
Biocure Hencom Genderm Coagulo
(n=12) (n=12) (n=12) (n=12) Gpesl

Hiperemia

1° dia 1-3(2)P 2-4 (42 | 2-4(3)8 | 24 (3)B2 0,004

7° dia 1-4(3) 1—4(3)»® 1—4(2)»® 0—4 (2" 0,50

11°dia 0-3(2) 0-4(2)F 0-3(1)P 0-4(1)P 0,22
Valor de p@
(entre momentos) 0,05 0,01 0,007 0,01

Nota: Letras minusculas indicam diferenca entre os momentos 1°, 7° e 11° dias na utilizacdo do
mesmo material biol6gico. Letras mailsculas indicam diferenca entre os diferentes materiais
biolégicos avaliados em um mesmo momento.



6 DISCUSSAO

As principais desvantagens citadas sobre o enxerto gengival livre estdo
associadas a area doadora, dentre as mais relatadas estdo: os riscos de acidentes
hemorragicos, necessidade de um segundo sitio cirdrgico, possiveis alteracdes
estéticas e a principal e mais frequente é a dor pés-operatoria (FEITOSA et al.,
2008; FERRAO et al., 2012). A ferida cirirgica deixa o tecido conjuntivo
desprotegido expondo vasos e terminacfes nervosas durante a cicatrizacao
proporcionando um grande desconforto (SIVA et al., 2008; SCHROTT et al., 2009;
CAMIO et al., 2010). Histologicamente observa-se a auséncia do tecido epitelial e o
tecido conjuntivo exibe um intenso infiltrado inflamatério que pode variar de agudo a
cronico, de acordo com o tipo de célula encontrada (BLANES, 2004; MUZARELLLI,
2009).

Bosco et al. (1996) avaliaram clinica e comparativamente, em humanos, o
processo de cicatrizacdo das areas doadoras de EGL. As areas eram submetidas a
protecdo de cimento cirdrgico, feltro de colageno ou fragmentos autdégenos de
gengiva e observaram que 0 grupo cimento cirrgico apresentou um maior niamero
de queixas de sintomatologia dolorosa. Para proteger as areas doadoras de EGL, o
cimento cirdrgico continua sendo o material de primeira escolha da maioria dos
profissionais, visando apenas a protecdo mecéanica sem induzir estimulos ao tecido
lesado (XAVIER et al., 2008; PACHECO e HENRIQUES, 2011). Além da protecao
mecanica, o curativo ideal deve atuar modulando o processo inflamatorio e, também,
acelerando o reparo (RESENDE et al., 2009).

A inflamacdo pode ser considerada um mecanismo de defesa préprio do
tecido conjuntivo (BLANES, 2004). Esse tecido se reconstitui a partir de um tecido
de granulacdo, o que remete ao processo de reparo, sendo esse dependente da
liberacdo abundante de mediadores inflamatérios dentre os quais se podem-se citar:
citocinas, quimiotaxias, fatores de crescimento, prostaglandinas e leucotrienos
(CONSOLARO, 2009). Por conta disto, implantes in vivo sao preferiveis, uma vez
que fornecem informagdes mais realistas do que os sistemas in vitro sobre as
respostas do hospedeiro na interface entre o material e 0 meio ambiente circundante
(MRUE, 2004).
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Este estudo ndo pode evidenciar diferencas entre o tipo de processo
inflamatério comparando os tempos (T1; T2; T3) para os 4 tratamentos. Isso pode
estar relacionado com o0s conceitos de progressdo de cura da ferida cirdrgica
descrito por Muzarelli (2009). Ou seja, 0 organismo tem que passar pelas fases de
inflamagé&o, proliferacdo e reparo. Nesse conjunto o trabalho evidencia a diferenga
entre a capacidade de modulacdo de resposta inflamatéria dos grupos HEMCON® e
GenDerm®, pois ambos apresentam uma diminuicéo da resposta inflamatéria no T3.
O que pode sugerir que nesses casos a ferida chega a fase de reparo mais
rapidamente, quando comparada com o Biocure®. Esses resultados demonstraram
reducdo da inflamagdo, mas n&o melhora da comparagdo, pois nao houve
significancia.

Seguindo essa linha podemos afirmar que os agentes inseridos nos dois
grupos, que possuem capacidade bacteriostarica, angiogénica e osteopromotora
podem estar facilitando a proliferacdo celular necessaria em T2, onde ocorre 0s
principais eventos de cura da ferida. Por esse motivo as células chegariam mais

rapidamente na fase de reparo.

O Biocure® apresentou menor grau de inflamac&o em T1 se comparado com
todos os outros grupos testados (p=0,008) e teve um comportamento uniforme
gquando comparado entre os tempos T1, T2, T3 apresentando inflamagéo leve em
T1, moderada em T2 e leve em T3, com predominancia de resposta inflamatéria do
tipo mista em T1 e T2 e do tipo crbnica em T3. Isso corrobora com os achados por
Rabelo et al. (2005) que afirmaram que a biomembrana mesmo ndo sendo
reabsorvivel possui uma excelente biocompatibilidade e induz pouca resposta
inflamatéria. O tratamento com Biocure® apresentou hemorragia e hiperemia
significativamente menor que o0s outros grupos (p=0,003) e (p=0,004),
respectivamente, em T1. A membrana de latex natural tem a capacidade de facilitar
a adesdo celular, entdo ela propicia um leito para as células inflamatérias, mas como
NAo possui outros componentes quimicos, ela ndo tem a capacidade de modular ou
interferir na modulagdo da resposta inflamatéria. Sua vantagem esta na protecéo
mecanica da area cirdrgica indo de encontro com os achados do estudo
experimental de Silva e Maniscalco (2013), onde o0s autores concluiram que a

biomembrana de latex natural foi capaz de acelerar o processo de reparagao
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tecidual visto que os animais do grupo controle demoraram mais tempo para a

cicatrizacéao total do defeito realizado.

No grupo Hemcon® foi observado uma significante diminuicdo do grau de
inflamacédo ao decorrer dos dias (p=0,002) onde em T3 o grau de inflamacéo foi
menor que em T1, notou-se em T1 e T2 uma inflamacdo intensa e em T3 uma
inflamacéo leve. Foi constatado que houve uma mudanca significativa (p=0,002) no
tipo de resposta inflamatéria ao passar do tempo sendo que no primeiro momento
T1 era do tipo mista e em T3 do tipo crénica. Embora alguns trabalhos tenham
citado a capacidade de hemostasia e neoangiogenese da quitosana (MALMQUIST
et al., 2009; Cui Xu et al., 2009) e relataram a capacidade de induzir a migracéo de
células inflamatérias para area da ferida (BURKATOVSKAYA et al., 2006), neste
estudo foi observado uma hemorragia intensa em T1 que foi diminuindo com o
passar dos dias sendo menor apenas no 11° dia. Viu-se uma hiperemia severa em
Tl e maior que o0s outros tratamentos estudados. Deve-se salientar que a
inflamac&o mista cai praticamente pela metade no dia 11 e na mesma proporcao a
inflamacé&o crénica aumenta. Com certeza péde-se afirmar que os neutrofilos tem a

sua populacao diminuida com esse material.

No grupo GenDerm® foi significante a diminuicdo no grau da inflamac&o ao
passar dos dias (p=0,04) a sua comparagdo com 0 grupo controle sugere que o
material facilita a evolucdo mais rapida para uma resposta inflamatéria crénica.
Quando se observa a porcentagem de resposta aguda, GenDerm® ela é menor,
portanto o processo de reparo tem uma discreta melhora, pois quanto mais tempo o
organismo fica com células da resposta aguda no local da ferida mais tempo demora
para o processo de reparo finalizar a limpeza local. Com a populacdo de células
agudas diminuido um pouco mais com o material (BLANES, 2004) pode-se afirmar

que as membranas, inclusive o GenDerm facilitam o processo de reparo.



7 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o0s materiais testados obtiveram

resultados melhores que os encontrados no grupo controle.

O grupo tratado com a membrana Biocure® apresentou grau de inflamacéo,
hiperemia e hemorragia significativamente menor no 1 dia e processo inflamatério
predominante do tipo misto, apresentando os resultados superiores quando

comparados aos materiais testados.
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ANEXO A — COMISSAO DE ETICA

- Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.
- Comissdo de Etica no Uso de Animais /CEUA

CERTI-FTCADD

Certificamos qué o Protocolo n° 560/2013 do Pesquisador José
Peixoto Ferrao, referénte ao projeto de pééquisa “Avaliéééé. histolégica
da reagdo inflamatéria em calvériaé de ratos utilizando trés
.biomateriais”, esta de acord_b com- 0s principios éticos adofados pelo
Conselho Nacional de Controle de Exp‘érimentagéo_ Animal
(CONCEA), com._a legislégéo vigen-té e demais disposicdes da ética
em investigacdo que envolvem diretamente 0s animais e foi-aprovado
pela COMISSAO DE ETICA NO uso -DE ANIMAIS/CE.UNU‘FMS, em

reunido ordinaria do dia 28 de margo de 2014.

oW

Maria- Aradjo Teixeira
Coordenadora da CEUA/UFMS

Campo Grande, 01 de abril - 2014.

Comissao de Etica no Uso de Animais/CEUA
http://www.propp.ufms.br/ceua

ceua@propp.ufms.br

fone (67) 3345-7184
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