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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar in vivo a biocompatibilidade das
membranas bioabsorviveis fabricadas a partir do acido polilatico co-glicolico (PLGA),
associadas a antibiofilmes bacterianos. Foram utilizados 45 ratos da linhagem Wistar
(Rattus norvegicusalbinus) adultos machos e 08 tipos de discos de membranas
(grupos experimentais), sendo 02 tipos controles (colageno e PLGA) e 06 tipos
testes de membranas de PLGA contendo antibiofiimes bacterianos (lactamas ou
nanoparticulas de prata). Distribuidos aleatoriamente nos periodos experimentais de
02, 07 e 30 dias, cada animal recebeu, randomicamente, 04 discos de membranas
implantados na regido dorsal e subcutanea: 02 discos controles e 02 discos testes.
Decorridos os periodos experimentais, 0os animais foram anestesiados para a
realizacdo de bidpsias excisionais das areas dos implantes e para coleta de
amostras sanguineas através de puncdo cardiaca (eutanasia). As amostras
removidas da regido subcutanea foram fixadas, destinadas ao processamento
histolégico e incluidas em parafina. Os cortes de 5 um de espessura foram corados
com Hematoxilina-Eosina e as laminas histolégicas foram analisadas
descritivamente através da microscopia de luz. Foram avaliados para todos os
grupos e periodos experimentais: a presenca de processo inflamatério, sua
classificacdo, magnitude e tipo(s) celular(es) predominante(s); a presenca de
capsula de tecido conjuntivo (area reacional adjacente ao material implantado), seu
tipo e sua espessura; a presenca ou auséncia de células gigantes multinucleadas,
macrofagos, necrose e neoformacdo de vasos sanguineos. Os resultados obtidos
sugerem a biocompatibilidade das membranas de PLGA associadas as lactamas e

nanoparticulas de prata.

Palavras-chave: Teste de biocompatibilidade; biofilmes; PLGA; Lactamas.



ABSTRACT

The main aim of this study was to evaluate the in vivo biocompatibility of
bioabsorbable membranes composed of poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA)
embedding bacterial anti-biofilms. Eight different groups of membranes were placed
in 45 male adult Wistar rats (Rattus norvegicusalbinus). Six test groups of PLGA
membranes were embedded with bacterial anti-biofilms (lactams or silver
nanoparticles). Collagen and PLGA membranes were used as control groups. Each
animal randomly received 04 membrane disks placed in subcutaneous dorsal area:
02 control and 02 test disks. After 02, 07 and 30 days of implantation, the animals
were anaesthetized for the excisional biopsy of the implant areas and for blood
sample collections through cardiac puncture (euthanasia). The retrieved membranes
were prepared by histological processing and embedded in paraffin. Then 5um
cross-sectioned samples were stained using Hematoxylin-Eosin and descriptively
analyzed by light microscopy. All groups and experimental periods were evaluated
concerning: the magnitude, composition, pathways and classification of inflammatory
processes. Results suggest the biocompatibility on PLGA membranes containing

lactams and silver nanoparticles.

Keywords: Biocompatibility testing; biofilms; PLGA; Lactams
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1 INTRODUCAO

O sucesso de um tratamento reabilitador através de proteses
implantossuportadas depende de variaveis diversas, dentre elas destaca-se a
guantidade G6ssea existente nos sitios de instalacdo dos implantes. Todavia, em uma
grande parcela dos casos sdo observadas condi¢cdes desfavoraveis do rebordo
alveolar, devido a atrofia, reabsorcdes, perda 6ssea em decorréncia de injarias ou
sequelas de trauma na regido (CHIAPASCO, 2009). Sendo assim, procedimentos
reconstrutivos sdo utilizados com o intuito de se obter tecido 6sseo, viabilizando a
instalacdo de implantes dentarios pelo profissional (BUSER; WARRER; KARRING,
1990; BUSER et al., 1996).

A técnica reconstrutiva da Regeneracdo Ossea Guiada (ROG) aplica os
principios da exclusao tecidual e do repovoamento celular seletivo, que preconiza a
utilizacéo de barreiras fisicas, assim como na Regeneracéo Tecidual Guiada (RTG),
evitando a invasédo de células provenientes do tecido epitelial e do tecido conjuntivo
gengival nos sitios onde se deseja a formacéo 0ssea (DAHLIN et al.,1988; DAHLIN
et al.,1990; SALONEN; PERSSON, 1990).

Algumas caracteristicas ideais sao requisitadas para as membranas utilizadas
como barreira fisica tecidual nas técnicas reconstrutivas: a biocompatibilidade, que é
a capacidade de exercer funcbes especificas e interagir com respostas apropriadas
dos hospedeiros, sem l|hes causar danos ou prejuizo (BLACK, 2005; COSTA;
HEBLING; SOUZA, 2005); adaptacdo adequada a raiz, ao implante dentario ou ao
tecido 6sseo (vedamento); rigidez apropriada para atuar como mantenedora de
espaco; permeabilidade para moléculas; oclusivas para células (migracdo celular
seletiva); estabilidade; biodegradacdo controlada, para um tempo de atuacdo
apropriado; permitir a incorporacdo de aditivos como antimicrobianos e
bioestimuladores (RETZEPI; DONOS, 2010). Além disso, a facilidade de manejo
clinico das membranas durante os procedimentos cirdrgicos deve ser avaliada na
escolha do material a ser utilizado.

Existem dois tipos basicos de membranas que podem ser utilizadas na RTG e
ROG: as absorviveis e as ndo absorviveis. As membranas também sé&o classificadas
de acordo com o tipo de material com os quais séo fabricadas: sintéticas, derivadas

de polimeros, ou de origem animal.
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As membranas de colageno atualmente comercializadas séo do tipo absorviveis,
e geradas a partir de colageno tipo |, um componente predominante no tecido
conjuntivo, ou de uma combinacdo de colagenos tipo | e Il (BUNYARATAVEJ,
WANG, 2001). Dentre as vantagens das membranas de coldgeno destacam-se:
hemostasia, quimiotaxia para fibroblastos do ligamento periodontal, baixa
imunogenicidade e facil manipulacdo. Entretanto, apesar de serem amplamente
utilizadas e consideradas “padrao-ouro” para diversos procedimentos, possuem
propriedades mecénicas desfavoraveis e ndo funcionam de forma totalmente
adequada como barreira devido a sua rapida biodegradacédo (LOCCI et al., 1997;
ROTHAMEL et al., 2004; SCHLEGEL et al.,, 1997; TATAKIS; PROMSUDTHI;
WIKESJO, 1999).

As membranas derivadas de polimeros podem ser classificadas em absorviveis,
guando produzidas a partir dos acidos polilatico (PLA) e poliglicélico (PGA), e nao
absorviveis quando produzida em politetrafluoretilieno expandido (PTFE-e) ou denso
(PTFE-d). A introducdo de barreiras absorviveis nos procedimentos reconstrutivos
tem como principal objetivo evitar uma segunda cirurgia para a remocdo da
membrana, diminuindo a morbidade associada ao procedimento cirlrgico e o custo
para o paciente. Os polimeros derivados do PLA possuem vantagens como a
biocompatibilidade, alta resisténcia, comportamento termoplastico e degradacéo
lenta. Os polimeros derivados do PGA exibem boas propriedades mecanicas, porém
sofrem rapida absorcdo pelo organismo. Sabendo-se que a combinacdo de
polimeros permite melhorar as propriedades fisicas e quimicas das membranas, 0
acido polilatico co-glicélico (PLGA), uma combinacdo do PLA e PGA, torna-se uma
factivel opcdo para o uso em procedimentos reconstrutivos (FILHO et al., 2006).
Adicionalmente, o PLGA possui bioatividade, pois permite a incorporacdo de
substancias como antimicrobianos, imunoestimulantes e anti-inflamatorios, com
liberacao local e controlada (OWEN et al., 2010; CHEN et al., 2012).

A selecdo de qual o tipo membrana sera utilizada em procedimentos
reconstrutivos € de extrema importancia para a obtencao dos resultados desejados e
para a conclusdo adequada do tratamento. Porém, outro fator determinante neste
processo é o equilibrio das interacdes entre bactérias, presentes no biofiime da
cavidade bucal, e o hospedeiro. Um desequilibrio desta interacdo provoca injurias
aos tecidos circunjacentes com potencial prejuizo a neoformacdo Ossea
(MOMBELLLI, 2002).
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O processo inicial de aderéncia bacteriana na formagao do biofilme oral ocorre
de forma organizada: imediatamente ap6s a higiene bucal ocorre a formacdo da
chamada pelicula adquirida nas superficies do meio bucal. De natureza
glicoproteica, esta pelicula é constituida por componentes salivares e do fluido
gengival, produtos celulares do hospedeiro e bactérias (LISTGARTEN, 1972;
LISTGARTEN, 1976). A maturacdo do biofilme ocorre a partir da colonizagéo destas
bactérias, e também pela adeséo e crescimento de outras espécies. A maioria das
bactérias patogénicas constituem biofilmes (CARNIOL; GILMORE, 2004) e possuem
uma série de vantagens sobre as bactérias planctbnicas, como a aquisicdo de
resisténcia aos antibioticos (COSTERTON et al., 1987).

Neste contexto, o desenvolvimento de compostos capazes de inibir a formacao
de biofilmes tornou-se evidente como alternativa frente aos antibioticos
convencionais, muitas vezes ineficazes. Os compostos inibidores da formacéao e
manutenc¢ao dos biofilmes visam um efetivo combate as infec¢gdes microbianas, sem
promover a morte dos patdogenos e diminuindo a possibilidade de desenvolvimento
de resisténcia por parte das bactérias (MUSK; HERGENROTHER, 2006).

Uma classe de compostos que desempenha esta funcdo € o grupo das
furanonas halogenadas naturais. Estes compostos s&do provenientes da alga
vermelha Delisea pulchra e apresentaram atividade inibitoria contra a formacao do
biofilme (HENTZER et al., 2002; HENTZER et al., 2003; MANEFIELD et al., 2002;
REN; SIMS; WOOD, 2001; REN; SIMS; WOOD, 2002;). A dificuldade na obtencéo
das furanonas naturais estimulou o desenvolvimento de compostos analogos
sintéticos, com estrutura quimica semelhante, e que atuam como potenciais
inibidores de biofilme (HE et al., 2012). Dentre estes compostos estdo as lactamas
(PEREIRA et al., 2014).

Também como alternativa frente aos antibioticos, as nanoparticulas de prata
(NPAg) vém sendo utilizadas na nanoquimica e nanoengenharia médica e
farmacéutica, bem como nas indastrias alimenticia e téxtil, com o objetivo de limitar o
crescimento bacteriano (CHAU; WU; YEN, 2007; VIGNESHWARAN et al., 2007). As
NPAg mostraram-se capazes de reduzir infeccbes microbianas na pele e em feridas
(PADDLE-LEDINEK; NASA; CLELAND, 2006; ULKUR et al., 2005); de prevenir a
colonizacdo bacteriana na superficie de cateteres e proteses (GOSHEGER et al.,
2004; SAMUEL; GUGGENBICHLER, 2004;) e inibir a formag&o de biofilmes (PARK
et al., 2013; SECINTI et al., 2011).
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A incorporacao de agentes antibiofilmes as membranas absorviveis e sintéticas
possui relevancia clinica inquestionavel na Odontologia para a utilizagdo em técnicas
reconstrutivas, tendo em vista que as membranas por ventura expostas ao ambiente
bucal estdo suscetiveis a colonizacédo de bactérias patogénicas e formagdo de um

biofilme capaz de comprometer o tratamento.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O diagnéstico apropriado da doenca periodontal compreende a identificacdo do
tipo, extensao, distribuicdo e gravidade da doenca. Deve proporcionar também, o
entendimento dos processos patolégicos subjacentes e suas causas. Desta maneira,
torna-se possivel a estruturacao e execucao de um plano de tratamento inteligente e
efetivo (CARRANZA; TAKEI, 2007a). Neste contexto surge a terapia periodontal
cirirgica, que abrange técnicas periodontais reconstrutivas, visando 0s
procedimentos regenerativos. Para o melhor entendimento de suas bases biologicas
e aplicac@es clinicas é importante fazer a distingéo entre reparo e regeneracao.

Segundo a American Academy of Periodontology (2001), a regeneracdo é a
reproducdo ou reconstituicdo do mesmo tecido existente previamente a injaria. Em
contrapartida, o reparo é a formacdo de um tecido que ndo é capaz de restaurar
completamente a arquitetura e a funcdo do tecido destruido. Portanto, a
regeneracao tecidual periodontal ocorre quando ha formacdo de um novo cemento
com fibras colagenas inseridas (nova insercdo) em uma superficie radicular
desprovida de seus tecidos do ligamento periodontal, e também quando ha
formacdo de novo osso alveolar (CORTELLINI; TONETTI, 2010). O reparo
simplesmente restaura a continuidade da gengiva marginal doente e restabelece o
sulco gengival normal ao mesmo nivel radicular da base da bolsa periodontal
preexistente, detendo a destruicdo 6ssea, mas sem resultar em ganho de insercao
gengival ou altura 6ssea (CARRANZA; TAKEI, 2007b).

A doenca periodontal, em sua maioria, compreende processos inflamatorios
cronicos. As bactérias e os produtos bacterianos que mantém o processo da doenca,
juntamente com o exsudato inflamatério presente, sdo prejudiciais as células e
tecidos em regeneracdo. Portanto, removendo-se o biofilme oral bacteriano e
prevenindo sua nova formacédo, o tratamento periodontal possibilita ao paciente se
beneficiar da capacidade regenerativa inerente aos tecidos (CARRANZA; TAKEI,
2007b).
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2.1 BASES BIOLOGICAS DA REGENERACAO TECIDUAL GUIADA (RTG)

Segundo Melcher (1976), o reestabelecimento dos tecidos perdidos devido a
doenca periodontal, pode ocorrer pelo repovoamento de quatro tipos celulares
distintos para a superficie radicular, apos a terapia periodontal: 1-Células epiteliais;
2- Células do tecido conjuntivo gengival; 3- Células do tecido 6sseo e 4- Células do
ligamento periodontal. Sugeriu, entdo, que o tipo celular que repovoasse primeiro a
regido do defeito periodontal, determinaria a natureza da insercdo a ser formada.
Apoiado nisto, iniciaram-se estudos na década de 1980 visando elucidar a dinamica
de cura dos tecidos periodontais e a possibilidade de se obter, idealmente, a
completa reconstru¢do do periodonto, com a regeneracao dos tecidos periodontais
previamente existentes a doenca.

Estudos em humanos (LISTGARTEN; ROSENBERG, 1979) e macacos
(CATON; NYMAN; ZANDER, 1980) demonstraram, frente a diversas modalidades de
terapias regenerativas para os defeitos periodontais induzidos, que o0 reparo das
lesbes ocorreu através da migracdo apical das células epiteliais gengivais. As
células epiteliais sabidamente possuem alta capacidade mitGtica, e a inibicdo da
divisdo celular ocorre pelo contato com estruturas teciduais organizadas como, por
exemplo, as fibras de Sharpey, presentes no ligamento periodontal. Desta forma, as
células epiteliais multiplicam-se rapidamente ao longo da superficie radicular em
direcdo apical, originando um epitélio juncional longo. Este processo interfere no
ganho de insercdo coronal, pois a altura na qual as fibras periodontais podem se
inserir ao cemento é limitada.

Sequencialmente, estudos em animais (AUKHIL et al., 1986; NYMAN et al.,
1980) demonstraram que o tecido conjuntivo gengival, em contato com a superficie
radicular desprovida de sua insercdo, ndo possui células com a capacidade de
produzir nova insercéo de tecido conjuntivo, além de promover reabsorcédo radicular.
Karring, Nyman e Lindhe (1980) avaliaram, através de um estudo em cées, 0
potencial regenerador das células do tecido 6sseo. Os resultados evidenciaram
anquilose e reabsorcao radicular, indicando que o estabelecimento de nova insercao
periodontal ndo provém de células do tecido 6sseo.

Por fim, estudos sugeriram que a capacidade de regeneracdo dos tecidos
periodontais perdidos esta contida nas células provenientes do ligamento periodontal
(AUKHIL et al., 1986; BOYKO; MELCHER; BRUNETTE, 1981). Nyman et al. (1982)



22

num estudo em humanos, utilizaram pela primeira vez uma barreira tecidual (filtros
Millipore®), para impedir que as células epiteliais e do tecido conjuntivo gengival
povoassem a superficie radicular. Logo, comprovaram a formagédo de novo cemento
com fibras colagenas inseridas e novo o0sso alveolar pelas células do ligamento
periodontal.

A finalidade da regeneracao periodontal é a obtencdo de novo cemento, novo
0sso e ligamento periodontal biodinamico (com as fibras de Sharpey inseridas no
novo cemento e no novo 0sso). Alguns fatores sdo imprescindiveis para isto: A
biocompatibilidade da superficie radicular, pois a degeneracdo das fibras de
Sharpey, o acumulo de bactérias e seus produtos e a desintegracdo de cemento e
dentina interferem com a nova insercdo (CARRANZA; TAKEI, 2007b); impedir a
migracdo apical do epitélio juncional e excluir fibroblastos gengivais, pela
incapacidade de promoverem nova insercdo; estabilizar e proteger o coagulo
resultante da intervencao terapéutica, considerado um fator adicional na inibicdo da
migracao apical do epitélio juncional; estimular a proliferagdo, migragéo e expressao
fenotipica das células do ligamento periodontal, onde se concentra o potencial
regenerativo do aparato periodontal conforme estudos anteriormente evidenciados.
Neste contexto, os principios e aplicacdes da RTG tornam-se inteligiveis.

A RTG consiste na utilizacdo de barreiras fisicas de diferentes tipos, com o
propdsito de excluir o epitélio e o tecido conjuntivo gengival, a fim de favorecer a
repopulacao da superficie radicular, previamente acometida pela doenca, por células
do ligamento periodontal (CARRANZA; TAKEI;, COCHRAN, 2007; CORTELLINI;
TONETTI, 2010). Portanto, os principios da RTG baseiam-se na exclusao tecidual e

repovoamento celular seletivo.

2.2 REGENERACAO OSSEA GUIADA (ROG)

A partir das Bases Bioldgicas da RTG, a ROG foi introduzida pelo estudo de
Dahlin et al. (1988), que obtiveram regeneracdo 6ssea em defeitos criados na
mandibula de ratos, através da utilizacdo de uma barreira fisica (membrana de
Teflon). Conceitualmente a ROG aplica os principios da RTG da exclusao tecidual e
do repovoamento celular seletivo, que preconiza a utilizacao de barreiras fisicas para

evitar a invasao de células provenientes do tecido epitelial e do tecido conjuntivo
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gengival (fibroblastos), nos sitios de cicatrizagdo onde se deseja a formacdo 0ssea
(DAHLIN et al., 1988; DAHLIN et al., 1990; SALONEN; PERSSON, 1990).

A aplicacdo clinica da ROG visa a neoformacdo éssea como, por exemplo, na
reconstrucdo de defeitos 6sseos periimplantares, e na preservacdo do volume e
contorno do rebordo alveolar pds-exodontia (RETZEPI; DONOS, 2010), para que
uma posterior reabilitacdo com implantes dentérios seja exequivel. Inserido neste
contexto, diversos estudos demonstram a aplicagao da ROG em procedimentos para
aumento de rebordo previamente a instalagdo de implantes (BUSER et al., 1995;
DONOS; MARDAS; CHADHA, 2008; SEIBERT; NYMAN, 1990;); para possibilitar a
instalacdo de implante imediato em alvéolos poOs-exodontia (HAMMERLE;
KARRING, 1998; WARRER et al.,, 1991) e também, para o aumento vertical ou
horizontal do rebordo com instalacdo de implante imediato (CHIAPASCO;
ZANIBONI, 2009; ESPOSITO et al., 2006; MAYFIELD et al. 1998; TINTI; PARMA-
BENFENATI, 1998;).

2.3 BARREIRAS FiSICAS

O primeiro dispositivo de exclusao tecidual utilizado foi um filtro de acetato de
celulose (Millipore®) na década de 80 (NYMAN et al., 1982), que apesar de cumprir
0 objetivo proposto, ndo possuia indicacdo para aplicacdo clinica. As primeiras
membranas desenvolvidas especialmente para a regeneracdo periodontal, devido a
sua natureza nao absorvivel, persistiam no interior dos tecidos, havendo a
necessidade de uma segunda cirurgia para remové-las. Isto envolve a aceitacdo do
paciente, o tempo, 0 custo e a morbidade associada a qualquer procedimento
cirirgico (TATAKIS; PROMSUDTHI; WIKESJO, 1999). Além disso, a exposi¢do
prematura e espontanea destas membranas ao ambiente bucal, com subsequente
colonizacdo bacteriana mostrou-se um problema comum, comprometendo o
tratamento por infeccdo (RETZEPI; DONOS, 2010; ROTHAMEL et al., 2004). Dentre
estas membranas ndo absorviveis destacam-se as poliméricas de
politetrafluoroetileno expandido (PTFE-e) ou denso (PTFE-d). Com o intuito de
superar os problemas evidentes com as membranas nao absorviveis, a utilizacao de
membranas absorviveis, naturais e sintéticas, ganhou espaco na RTG e ROG. As
membranas absorviveis de colageno sao classificadas como naturais e compostas

principalmente de colageno tipo | (componente predominante no tecido conjuntivo),
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ou pela combinacdo de colageno tipo | e lll. As fontes de coldgeno séo variaveis e
incluem tenddo e derme de bovinos, derme de suinos e pele de ovinos
(BUNYARATAVEJ; WANG, 2001). Dentre as vantagens das membranas de
coladgeno destacam-se: hemostasia, quimiotaxia para fibroblastos do ligamento
periodontal, baixa imunogenicidade e facil manipulacdo. Apesar de serem
amplamente utilizadas e consideradas “padrao-ouro” para diversos procedimentos,
possuem propriedades mecanicas desfavoraveis e nao funcionam de forma
totalmente adequada como barreira devido a sua rapida degradacédo pela atividade
enzimatica de macrofagos e leucdcitos polimorfonucleares (LOCCI et al., 1997;
ROTHAMEL et al., 2004; SCHLEGEL et al.,, 1997; TATAKIS; PROMSUDTHI;
WIKESJO, 1999).

As membranas absorviveis classificadas como sintéticas sédo produzidas a partir
de polimeros. Os mais comumente utilizados sado o acido polilatico (PLA), o acido
poliglicélico (PGA) e o copolimero acido polilatico co-glicélico (PLGA) (TATAKIS;
PROMSUDTHI; WIKESJO, 1999). A biodegradacio destes biomateriais ocorre por
hidrolise e os produtos de decomposicao gerados nesta rea¢do sédo incorporados ao
ciclo de Krebs, e entdo eliminados do organismo (ATHANASIOU; NIEDERAUER;
AGRAWAL, 1996). Os polimeros derivados do PLA possuem vantagens como a
biocompatibilidade, alta resisténcia, comportamento termoplastico e degradacéo
lenta. Os polimeros derivados do PGA exibem boas propriedades mecanicas, porém
sofrem rapida absorcdo pelo organismo. Sua copolimerizacdo com o PLA, por
exemplo, visa diminuir a dureza de suas fibras e ajustar seu tempo de degradacao
(FILHO et al., 2006). O PLGA, copolimero originario da combinacdo do PLA com o
PGA é guimicamente estavel, biocompativel, ndo toxico, biodegradavel e possui
otimas propriedades mecéanicas, como alto médulo de elasticidade, alta resisténcia a
tracdo, baixa ductilidade e baixa dureza (OWEN et al., 2010). Estes copolimeros
comercialmente disponiveis possuem diferentes pesos moleculares e proporgcdes
distintas de cada polimero que os compde, variacdes estas que determinam o tempo
de degradacdo do material. (DANHIER et al., 2012). Portanto, de acordo com a
finalidade de sua aplicacdo, o tempo de degradacdo do polimero pode ser pré-
estabelecido. Outra importante caracteristica do PLGA é sua bioatividade, pois
permite a incorporacdo de substancias como antimicrobianos, imunoestimulantes e
anti-inflamatorios, com liberacédo local e controlada (CHEN et al., 2012; DANHIER et
al., 2012; OWEN et al., 2010;).
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As membranas utilizadas na RTG e na ROG devem, idealmente, conter algumas
caracteristicas: biocompatibilidade, ou seja, capazes de exercer funcdes especificas
e interagir com respostas apropriadas dos hospedeiros, sem lhes causar danos ou
prejuizo (BLACK, 2005; COSTA; HEBLING; SOUZA, 2005); adaptacdo adequada a
raiz, ao implante dentério ou ao tecido 6sseo (vedamento); rigidez apropriada para
atuar como mantenedora de espaco; permeabilidade para moléculas; oclusivas para
células; estabilidade; biodegradacdo controlada, para um tempo de atuacdo
apropriado e permitir a incorporagdo de aditivos como antimicrobianos e
bioestimuladores (RETZEPI; DONOS, 2010).

2.4 BIOFILMES E O CONTROLE BACTERIANO

Os biofilmes tém sido muito estudados na microbiologia ambiental e das
doencas infecciosas. Eles consistem em uma ou mais comunidades de
microrganismos, embebidas numa matriz extracelular, e que colonizam um conjunto
diversificado de superficies, como as solidas e umidas, incluindo a cavidade bucal
(COSTERTON et al., 1987; COSTERTON, 1999; SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2002).
Além disso, sdo apontados como o método preferido de crescimento para a maioria
das espécies bacterianas (ROBERTS et al.,, 1999). A formacdo do biofilme
bacteriano é um processo dinamico e continuo, que envolve interacdes moleculares
e etapas especificas (MARSH; MUSK; HERGENROTHER, 2006). Inicia-se
imediatamente apos a higiene bucal, com a formacédo da chamada pelicula adquirida
nas superficies do meio bucal. De natureza glicoproteica, esta pelicula € constituida
por componentes salivares e do fluido gengival, produtos celulares do hospedeiro e
bactérias (LISTGARTEN, 1972; LISTGARTEN, 1976). A maturacdo do biofilme
ocorre a partir da colonizacdo destas bactérias, e também pela adesédo e
crescimento de outras espécies bacterianas.

A maioria das bactérias patogénicas existe na forma de comunidades que
constituem os biofilmes (CARNIOL; GILMORE, 2004). Bactérias aderidas (sésseis),
gue crescem em um biofilme, exibem caracteristicas que proporcionam uma série de
vantagens sobre as bactérias unicelulares dispersas (planctdnicas) (SOCRANSKY;
HAFFAJEE, 2002). Estas caracteristicas incluem: a expressdo aumentada e trocas
de genes benéficos para a manutencdo do biofilme; alteracbes fenotipicas na

morfologia da colbnia; aquisicdo de resisténcia aos antibioticos; producdo de
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grandes quantidades de polimeros extracelulares; maior acesso aos nutrientes e
maior proximidade entre as células, o que facilita interagcbes ecolégicas de
mutualismo, sinergismo e de protecdo (COSTERTON et al., 1987).

Um dos fatores relacionados a aquisicdo de resisténcia aos antibiéticos é a
incapacidade de penetracdo do farmaco em todas as areas do biofiime. Estas
comunidades bacterianas organizadas em biofilmes possuem mecanismos de
percepg¢ao da densidade populacional, conhecido como “Quorum Sensing”. Portanto,
agem de forma comunitaria e tornam-se capazes de resistir aos antibioticos
convencionais, permitindo a evolucéo de espécies resistentes (DAVIES, 2003).

Neste contexto, o desenvolvimento de compostos capazes de inibir a formacao
de biofilmes tornou-se evidente como alternativa frente aos antibidticos
convencionais, muitas vezes ineficazes. Os compostos inibidores da formacéao e
manutenc¢ao dos biofilmes visam um efetivo combate as infecgbes microbianas, sem
promover a morte dos patdogenos e diminuindo a possibilidade de desenvolvimento
de resisténcia por parte das bactérias (MUSK; HERGENROTHER, 2006).

Uma classe de compostos que desempenha esta funcdo é o grupo das
furanonas halogenadas naturais. Estes compostos s&do provenientes da alga
vermelha Delisea pulchra e apresentaram atividade inibitéria na formacdo de
biofilme, por diferentes mecanismos, em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(HENTZER et al., 2002; HENTZER et al., 2003; MANEFIELD et al., 2002; REN;
SIMS; WOOD, 2001; REN; SIMS; WOOD, 2002). A dificuldade na obtencdo das
furanonas naturais estimulou o desenvolvimento de compostos analogos sintéticos,
com estrutura quimica semelhante, e que atuam como potenciais inibidores de
biofiime (HE et al., 2012). Dentre estes compostos estdo as lactamas (PEREIRA et
al., 2014).

Outra consideravel alternativa frente aos antibidticos sdo as nanoparticulas de
prata (NPAQ), que vém sendo amplamente utilizadas com sucesso na nanoquimica e
nanoengenharia médica e farmacéutica, bem como nas inddstrias alimenticia e téxtil,
com o objetivo de limitar o crescimento bacteriano (CHAU; WU; YEN, 2007;
VIGNESHWARAN et al., 2007). As NPAg mostraram-se capazes de reduzir
infeccBes microbianas na pele e em feridas (CLELAND, 2006; PADDLE-LEDINEK;
NASA; ULKUR et al., 2005); prevenir a colonizacdo bacteriana na superficie de
cateteres e préteses (GOSHEGER et al.,, 2004; SAMUEL; GUGGENBICHLER,
2004;) e inibir a formacéo de biofilmes (PARK et al., 2013; SECINTI et al., 2011;).
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Embora os efeitos antimicrobianos e antifingicos da prata estejam bem
documentados, os mecanismos de acdo através dos quais exerce a sua bioatividade
nao estdo completamente elucidados. A inducdo de danos no DNA, a inibicdo
enzimatica, a geracao de espécies reativas de oxigénio e a ruptura das membranas
celulares sdo mecanismos sugestivos da acdo antimicrobiana das NPAg.
(MARTINEZ-GUTIERREZ et al., 2010; PARK et al., 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a biocompatibilidade das membranas de PLGA associadas as lactamas
ou nanoparticulas de prata (antibiofilmes).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar nos periodos de 02, 07 e 30 dias, em microscopia de luz, os tecidos
subcutaneos adjacentes as regides de implantacdo dos discos de membranas, os
seguintes eventos histologicos: a presenca de processo inflamatorio, sua
classificacdo (agudo, crénico ou misto), magnitude (escasso, leve, moderado ou
intenso) e tipo(s) celular(es) predominante(s); a presenca de capsula de tecido
conjuntivo (area reacional adjacente ao material implantado), seu tipo (tecido de
granulacao, fibrosa densa ou intermediaria) e, quando bem definida, sua espessura
(espessa, fina ou intermediaria); a presenca ou auséncia de células gigantes

multinucleadas, macréfagos, necrose e neoformacgéo de vasos sanguineos;

Observar histologicamente as caracteristicas de integridade das membranas

implantadas nos periodos experimentais de 02, 07 e 30 dias.
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4 MATERIAL E METODOS

O projeto referente a esta pesquisa possui aprovacdo da Comissdo de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA - UFSC), sob o
protocolo PP00920 (ANEXO A).

Para a realizacdo do experimento foram utilizados 45 ratos da linhagem Wistar
(Rattus norvegicusalbinus), adultos jovens (08 semanas) e machos, com peso entre
200 e 300 gramas, provenientes do Biotério Central da UFSC, e também, 08 tipos
distintos de membranas (grupos experimentais) conforme a Figura 1:

Figura 1 - Esquema demonstrativo das membranas controle e
membranas testes utilizadas no experimento.

Colageno
MEMBRANAS el
CONTROLE o
PLGA
Tipo |
Tipo Il
—
PLGA+LACTAMAS
* | Tipom
MEMBRANAS + /’" ~a
ANTIBIOFILMES Tipo IV
(TESTES) \\
Tipo1l
PLGA+NPAg -
—
Tipo2

Distribuidos aleatoriamente nos periodos experimentais de 02, 07 e 30 dias (15
animais por periodo), cada animal recebeu 04 discos de membranas implantados na
regido dorsal e subcutanea, dividida em 04 lojas cirlrgicas para a implantacao
individual dos discos: Loja A (superior lado esquerdo); loja B (superior lado direito);
loja C (inferior lado esquerdo); loja D (inferior lado direito) (Figuras 3B e 3C). Em
todos os animais, 02 destes discos eram das membranas controle, ou seja, um disco

de membrana de PLGA e outro disco de membrana de colageno. Os outros 02
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discos de membranas foram definidos randomicamente envolvendo os 06 grupos
experimentais restantes (discos de membranas de PLGA contendo antibiofiimes
bacterianos). Definidos os tipos de membrana para cada animal, a implantacao foi
realizada em sistema de rodizio (sentido horario) entre as lojas cirdrgicas, de um
animal para o outro. Desta maneira, foram obtidas 05 amostras de cada tipo de
membrana de PLGA contendo antibiofilme bacteriano, em cada periodo
experimental, e em todos 0s animais, 0S grupos controles estavam presentes,
totalizando 15 amostras de cada membrana controle para cada periodo
experimental. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas (05 animais por
gaiola), higienizadas periodicamente, em ambiente com temperatura de 20°C + 1°C,
umidade de 60% = 5% e em ciclo claro/escuro de 12/12h. A alimentacdo foi
oferecida ad libitum, composta de racéo balanceada padréao e agua.

4.1 OBTENCAO E PREPARO DOS DISCOS DE MEMBRANA

As membranas de colageno (Bio-Gide®, Geistlich - Wolhusen, Suica)
necessarias para o experimento foram obtidas através de compra. Todos 0s outros
tipos de membranas utilizadas foram fabricados no Nucleo de Pesquisa em Materiais
Ceramicos e Compositos (CERMAT), localizado na Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), utilizando o copolimero PLGA (Purasorb® Corbion Purac —
Amsterdam, Holanda), pela técnica de evaporacdo do solvente. Concluida a
completa dissolucdo da quantidade pré-determinada (em gramas) de polimero em
cloroformio PA-ACS (CHCI3, LabSynth - Diadema, Brasil) (10% m/v), sob constante
agitacdo a temperatura ambiente (Figura 2A), a solugéo obtida foi depositada numa
placa de vidro circular, e armazenada a temperatura ambiente até a completa
evaporacao do solvente (Figura 2B). Os grupos experimentais de membranas de
PLGA contendo agentes antibiofiime (lactamas e NPAgQ) seguiram a mesma
sequéncia de producao, porém as substancias foram adicionadas em concentracfes
pré-determinadas (concentracdo inibitéria minima para a formacéao de biofilme), apos
a completa diluicdo do PLGA em cloroférmio. Foram, entdo, depositadas em placas
de vidro separadamente e armazenadas a temperatura ambiente. As lactamas
utilizadas neste experimento foram sintetizadas no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais, enquanto as NPAg, foram fornecidas

pela TNS Nanotecnologia Ltda. (Florianépolis, Brasil).
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Finalizado o processo de evaporagcdo do solvente, todas as membranas
produzidas foram padronizadas através do corte em discos de 6 mm de diametro,
com auxilio de um perfurador metalico (CiS®, Sertic — S&o Paulo, Brasil) (Figuras 2C
e 2D). Os discos foram embalados e enviados para a esterilizagdo com radiacéo
gama na CBE — Unidade de Esterilizacdo Cotia Ltda. (Cotia, Brasil). As membranas
de colageno de dimensdes 30 x 40 mm adquiridas ja estéreis, foram cortadas em
discos no momento da intervencao cirargica, com auxilio de um Punch de 6 mm de
didmetro em sua ponta ativa (ABC Instrumentos cirdrgicos Ltda. — Sao Paulo, Brasil)

previamente esterilizado em autoclave.

Figura 2 - A) Diluicdo do PLGA em cloroférmio (solvente) sob constante agitacao;
B) Membranas nas placas de vidro devidamente identificadas ap6s a completa
evaporacao do solvente a temperatura ambiente; C e D) Discos de membranas
cortados com 6 mm de didametro. Salienta-se que os discos de membranas opacos
(figura C) correspondem aos diferentes tipos de membranas de PLGA + Lactamas.

4.2 INTERVENCAO CIRURGICA

Os procedimentos operatorios, apos um periodo de 03 dias de aclimatacdo dos
animais, foram realizados no Laboratorio de Neurobiologia da Dor e Inflamagéo
(LANDI), pertencente ao Centro de Ciéncias Biologicas (CCB) da UFSC. Em
ambiente asséptico, todo o material cirlrgico necessario e previamente esterilizado
foi posicionado na mesa operatoria preparada para a realizacdo do experimento.

ApdOs a pesagem, os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com

uma combinac&o de 90 mg/kg de cloridrato de cetamina 10% (quetamina®, Vetecia -
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S&o Paulo, Brasil) e 10 mg/kg cloridrato de xilazina 2% (Dopaser®, Calier S.A. -
Barcelona, Espanha). Com o animal posicionado sobre a mesa cirargica em decubito
ventral, procedeu-se a tricotomia da regido dorsal, seguida pela antissepsia com
algodao embebido em solucdo de iodopovidona (Povidine® Johnson&Johnson - S&o
Paulo, Brasil) (Figura 3A). Para a obtencdo das lojas cirargicas individuais, com
auxilio de bisturi e lamina n°15 (Swann-Morton®, SurgicalBlades - Inglaterra), 04
incisdes cutaneas no sentido longitudinal, 02 superiores e 02 inferiores, foram
realizadas no dorso do animal utilizando-se uma guia de acetato. Esta guia
promoveu a padronizacédo das lojas para todos os animais (Figuras 3B e 3C); cada
incisdo foi realizada com 20 mm de comprimento e afastadas 20 mm umas das
outras (Figura 3D). Feitas as incisbes, o tecido subcutaneo foi divulsionado com
auxilio de uma tesoura de ponta romba, para um dos lados de cada uma das
incisdes (distanciando-se da linha medial dorsal), de maneira a atingir uma
profundidade de 18 mm (Figura 3E). Com auxilio de uma pinga clinica n°® 03, os
discos de membrana foram introduzidos nas lojas cirurgicas (Figura 3F). A sutura foi
realizada com fio de Nylon 5-0 (Ethicon®, Johnson&Johnson- S&o Paulo, Brasil)
(Figuras 3G e 3H). Os animais foram monitorados individualmente até a recuperagao
da anestesia e entdo, novamente agrupados nas gaiolas. Realizou-se
acompanhamento diario, com a finalidade de evitar intercorréncias, preservando o

experimento.

4.3 COLETA DAS AMOSTRAS

Decorridos os periodos experimentais de 02, 07 e 30 dias, os animais foram
pesados, anestesiados e a regido dorsal tricotomizada. A seguir, bidpsias excisionais
das regifes de implantacdo dos discos de membrana foram realizadas, abrangendo
suficiente tecido normal circunjacente. Isto preservou a reacao tecidual em contato
com o material, area principal de analise, durante o procedimento cirdrgico. As
amostras coletadas foram individualmente armazenadas em cassetes histolégicos
unitarios, devidamente identificados (Figura 4), e estes foram imersos em solucao de
formol a 10% tamponado para a fixacdo. Por fim, amostras sanguineas foram
coletadas para andlise laboratorial, através de puncao cardiaca, ocorrendo, assim, a

morte dos animais.



Figura 3 - A) Regido dorsal apds a tricotomia e
antissepsia; B) Guia de acetato posicionada para a
padronizacdo das incisbes; C) Delimitacdo das lojas
cirtrgicas; D) Incisdo; E) Divulsado; F) Insercéo do disco de
membrana na regido subcutanea; G e H) Sutura.

Figura 4 — Amostra coletada e armazenada
em cassete histoldégico para a imersdo em
formol a 10% tamponado.
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4.4 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Ap6s 48h de fixacdo, a desidratacdo e diafanizacdo das pecas foram
executadas através do aparelho histotécnico, um processador automatico de tecidos
(OMA DM-20, OMA Equipamentos para Laboratoérios Ltda. - Sdo Paulo, Brasil).
Concluido o ciclo de processamento, cada peca foi seccionada ao meio, obtendo-se
duas partes que foram incluidas manualmente em parafina, permanecendo no
mesmo bloco. Empregou-se, entdo, um micr6tomo para a realizagdo dos cortes
histologicos transversais semi-seriados de 5 um de espessura. Os cortes adquiridos
foram corados com Hematoxilina-Eosina (HE), permitindo a analise histoldgica.

4.5 ANALISE MICROSCOPICA

As laminas contendo os tecidos corados por HE foram examinadas com auxilio
de um microscopio de luz (5X, 10X e 40X), percorrendo toda a extensédo do corte
com a finalidade de localizar o tecido adjacente a regido da implantacdo dos discos
de membranas. A avaliacdo das respostas do tecido conjuntivo em contato com 0s
discos de membranas testados foi realizada de forma descritiva, para todas as
amostras de todos 0s grupos nos 03 periodos experimentais, simultaneamente por
dois examinadores distintos (microscopio multiobservador). As analises
consideraram a presenca de processo inflamatorio, sua classificacdo (agudo, crénico
ou misto), magnitude (escasso, leve, moderado ou intenso) e tipo(s) celular(es)
predominante(s); a presenca de capsula de tecido conjuntivo (area reacional
adjacente ao material implantado), seu tipo (tecido de granulacao, fibrosa densa ou
intermediaria) e, quando bem definida, sua espessura (espessa, fina ou
intermediaria); a presenca ou auséncia de células gigantes multinucleadas,

macrofagos, necrose e a neoformacédo de vasos sanguineos.

4.5.1 Parametros Microscopicos Adotados

4.5.1.1 Quanto a Magnitude do Infiltrado Inflamatério:

a) Escasso: 0 a 10 células inflamatérias por campo (Figura 5A);
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b) Leve: 11 a 25 células inflamatorias por campo (Figura 5B);
c) Moderado: 26 a 50 células inflamatoérias por campo (Figura 5C);

d) Intenso: acima de 50 células inflamatérias por campo (Figura 5D).

Figura 5 — Parametros adotados quanto a magnitude do
infiltrado inflamatoério presente na area de tecido conjuntivo
reacional (HE - 40X). A) Escasso; B) Leve; C) Moderado e D)
Intenso.

4.5.1.2 Quanto ao Tipo de Capsula (Tecido Conjuntivo Reacional)

a) Tecido de Granulacdo: Tecido conjuntivo com predominio de celularidade
(proliferacéao fibroblastica e células inflamatdrias);

b) Fibrosa Densa: Tecido conjuntivo com predominio de fibras colagenas bem
organizadas e auséncia de celularidade;

c) Intermediéria: Tecido conjuntivo com presenca de fibras colagenas e também com

celularidade, principalmente fibroblastos.

4.5.1.3 Quanto a espessura da Capsula

a) Espessa (Figura 6A)

b) Fina (Figura 6B)

c) Intermediéria (Figura 6C)



Figura 6 — Parametros adotados quanto a espessura de cipsula (HE — 10X).
A) Espessa; B) Fina; C) Intermediéria.
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5 RESULTADOS

ApOs a analise descritiva de cada uma das amostras, os resultados serédo
expostos de acordo com 0s grupos e periodos experimentais.

5.1 MEMBRANA CONTROLE DE COLAGENO

5.1.1 Anaélise Microscoépica Descritiva no Periodo de 02 dias

Nas amostras deste periodo experimental foi possivel visualizar as membranas
implantadas integras e envoltas por um tecido conjuntivo reacional adjacente sem
organizacao e bem celularizado (tecido de granulagéo) (Figura 7A). A distincéo entre
as fibras coladgenas das membranas e das fibras do sitio receptor foi possivel devido
a sua morfologia (maiores e mais espessas quando comparadas as dos animais) e
pela coloracdo (Figura 7B). O processo inflamatério misto presente no tecido de
granulacao apresentou-se leve/moderado (Figura 70), composto
predominantemente por plasmécitos e leucécitos polimorfonucleares (eosindfilos e
neutréfilos). Houve neoformacéo de vasos sanguineos em toda a extensédo do tecido
conjuntivo reacional. Nenhuma amostra apresentou macréfagos e células gigantes

multinucleadas, nem sinais de necrose tecidual.

Figura 7 — Membrana controle de colageno no periodo experimental de 02 dias (HE).
A) Membrana integra envolta por tecido reacional (5X); B) Distin¢cdo entre as fibras
colagenas da membrana e do tecido reacional (10X); C) Processo inflamatério misto
leve presente no tecido de granulagdo circunjacente e neoformacéo de vasos
sanguineos (40X).
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5.1.2 Anaélise Microscoépica Descritiva no Periodo de 07 dias

A andlise microscépica das amostras correspondentes a este periodo experimental
permitiu a identificacdo das membranas implantadas com aparente integridade
envoltas por um tecido conjuntivo reacional em processo de organizacao (Figura
8A). Na porcé@o em contato com o musculo, as fibras coldgenas estavam justapostas
e organizadas (Figura 8D) em comparagdo com o restante do tecido conjuntivo
reacional (Figura 8C). O processo inflamatoério cronico presente mostrou-se escasso
na grande maioria dos espécimes, ou leve com predominancia de plasmadcitos e
linfécitos. A celularidade observada também ocorreu em razao da presenca de um
maior numero de fibroblastos dispersos nas cépsulas (Figura 8B). Houve a
neoformacdo de vasos sanguineos distribuidos pelo tecido capsular. Nao foram
identificados macrofagos, células gigantes multinucleadas e quaisquer sinais de
necrose tecidual.

Figura 8 — Membrana controle de colageno no periodo
experimental de 07 dias (HE). A) Membrana envolta por tecido
conjuntivo reacional (5X); B) Processo inflamatério crénico
escasso, fibroblastos e tecido reacional em processo de
organizacao: notar a formacéo e disposicao das fibras colagenas
adjacentes a membrana (40X); C) Tecido conjuntivo reacional
externo (10X); D) Tecido conjuntivo reacional em contato com o
tecido muscular (10X)
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5.1.3 Anaélise Microscoépica Descritiva no Periodo de 30 dias

Neste periodo experimental foi possivel identificar nas amostras a presenca das
membranas implantadas com reducdo de tamanho e alteracdes de forma (Figura
9A), e com um tecido conjuntivo reacional integrando-se ao material implantado.
Este tecido apresentou celularidade e fibras colagenas em organizacdo; de modo
gue na por¢cdo em contato com o tecido muscular, mostrou-se fino, e na porcéo
externa (contralateral ao musculo) com maior espessura. O processo inflamatério
cronico presente, predominantemente composto por linfocitos, apresentou-se leve no
tecido reacional e intenso sobre a membrana implantada (Figura 9B). Foram
identificados macrofagos, células gigantes multinucleadas e neoformacdo de vasos

sanguineos. Nenhum sinal de necrose tecidual foi identificado.

Figura 9 - Membrana controle de colageno no periodo experimental de 30
dias (HE). A) Membrana com reducdo de tamanho e alteracdo de forma
(10X); B) Processo inflamatério crénico leve no tecido reacional e intenso
sobre a membrana; possivel identificar a neoformacdo de vasos sanguineos
(40X).

ORI

5.2 MEMBRANA CONTROLE DE PLGA
5.2.1 Analise Microscopica Descritiva no Periodo de 02 dias
Ao analisar microscopicamente as amostras deste grupo e periodo experimental,

foram observadas capsulas em processo de organizacdo, circunscrevendo a regido

de implantacdo da membrana (Figura 10A). Estes tecidos capsulares compostos por
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fibras coldgenas curtas e descontinuas apresentaram um processo inflamatorio
misto, leve/moderado, e com predominio de plasmdcitos, linfocitos e eosindfilos
(Figura 10B). Dentre as fibras coldgenas e células inflamatérias presentes no tecido
conjuntivo reacional, fibroblastos também foram identificados. O tecido em intimo
contato com a membrana integra ou fragmentada, condicdo esta observada na
maioria das amostras, exibiu uma fina margem corada por hematoxilina e, logo
abaixo, o tecido conjuntivo mostrou-se sugestivamente edemaciado (Figura 10B).
Foram identificados macrofagos e neoformacédo de vasos sanguineos em diferentes
localidades dos tecidos capsulares, em contrapartida, a presenca de células

gigantes multinucleadas e necrose tecidual ndo foram verificadas.

Figura 10 - Membrana controle de PLGA no periodo experimental de 02 dias (HE).
A) Regido de implantacdo de membrana circunscrita por cdpsula em processo de
organizagcado (10X); B) Cépsula com fibroblastos, fibras colagenas curtas e
descontinuas e processo inflamatério misto moderado; possivel identificar a
presenca da membrana fragmentada e em intimo contato com a margem capsular
corada por hematoxilina (40X).

5.2.2 Analise Microscopica Descritiva no Periodo de 07 dias

Os resultados deste periodo experimental demonstraram a presenca de
capsulas bem definidas e organizadas circunscrevendo a regiao de implantacdo das
membranas (Figura 11C). As capsulas de espessura intermediaria a fina
apresentaram-se, quanto ao tipo, “intermediarias”, exibindo fibras colagenas longas,
justapostas e também fibroblastos (Figuras 11A e 11B). O tecido capsular em intimo
contato com a regido de implantacdo ou com os fragmentos de membrana
presentes, demonstrou uma margem corada por hematoxilina. O processo

inflamatorio evidente apenas em algumas amostras apresentou-se cronico e leve. A
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neoformacédo de vasos sanguineos ocorreu de forma discreta em regides aleatorias
dos tecidos capsulares. Células gigantes multinucleadas e macréfagos ndo foram
identificados, bem como quaisquer sinais de necrose tecidual.

Figura 11 - Membrana controle de PLGA no periodo
experimental de 07 dias (HE). A e B) Capsula bem
definida e organizada circunscrevendo a regidao de
implantacdo das membranas com auséncia de processo
inflamatoério (40X). C) Regido de implantacdo da
membrana envolta por capsula (5X).

5.2.3 Analise Microscopica Descritiva no Periodo de 30 dias

Neste periodo experimental, as membranas implantadas apresentaram-se
fragmentadas e dispersas na regido de implantacdo ou com apenas algumas
porcdes presentes em intimo contato com o tecido capsular formado. Estas capsulas
de espessura intermediaria a fina exibiram definicdo e organizacado, principalmente
na regido em contato com o tecido muscular (Figura 12A). Quanto ao tipo,
mostraram-se ‘“intermediarias” na maioria de sua extensdo enquanto suas
extremidades, em geral, apresentaram-se “fibrosas densas” (Figura 12B). O
processo inflamatério crénico presente nas regides capsulares manifestou-se de

forma escassa ou leve, com predominancia de linfécitos, principalmente nas por¢cdes
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capsulares externas (lado contralateral ao musculo). Em algumas amostras,
verificou-se a presenca de macréfagos dispersos na capsula, porém células gigantes
multinucleadas néo foram identificadas. Houve a neoformacgéo de vasos sanguineos

e sinais de necrose tecidual ndo estavam presentes.

Figura 12 - Membrana controle de PLGA no periodo experimental
de 30 dias (HE). A) Regido de implantacdo da membrana com tecido
capsular adjacente (10X); B) Porcao capsular com fibras colagenas
organizadas e bem dispostas; presenca de celularidade por
fibroblastos e processo inflamat6rio crénico escasso (40X).

5.3 MEMBRANA TESTE DE PLGA + LACTAMA TIPO |

5.3.1 Analise Microscopica Descritiva no Periodo de 02 dias

Nestas amostras, as membranas implantadas apresentaram-se fragmentadas e
em intimo contato com tecidos capsulares ainda em processo de definicdo. Estes
tecidos evidenciaram um processo inflamatério misto, leve/moderado, com um
infiltrado composto por linfécitos, plasmoécitos e eosindfilos. Observou-se que as
regides capsulares em contato com o tecido muscular apresentaram fibras
colagenas dispostas de forma mais organizada e com maior expressividade de
fibroblastos que a porcdo externa da capsula, com suas fibras colagenas
fragmentadas e descontinuas e maior quantidade de células inflamatérias (tecido de
granulacdo). A presenca de margens coradas mais intensamente por hematoxilina,
presentes nos tecidos capsulares adjacentes a regido de implantacdo das
membranas também foram observadas. Houve discreta neoformacdo de vasos
sanguineos no tecido reacional e a presenca de macréfagos, células gigantes

multinucleadas e sinais de necrose tecidual ndo foram constatados.
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5.3.2 Anaélise Microscoépica Descritiva no Periodo de 07 dias

Observou-se neste periodo experimental que, em algumas amostras, as
membranas ndo se mantiveram no formato em que foram inicialmente implantadas.
No momento das bidpsias, notou-se que os discos de membrana adquiriram um
formato cilindrico, traduzindo-se em tecidos capsulares reacionais de formato
circular. Independentemente do formato, as capsulas mostraram-se definidas e bem
organizadas, com espessura intermediaria, ou em processo de definicdo e relativa
organizacdo. Quanto ao tipo, as capsulas apresentaram-se “intermediarias”, com
fibras colagenas justapostas e presenca de fibroblastos, e em algumas regides,
como nas extremidades, “fibrosas densas”. O processo inflamatério crénico, leve e
com predominancia de linfocitos e plasmacitos, foi principalmente identificado nas
amostras que apresentaram capsulas ainda em processo de definicdo. A presenca
de uma matriz proteica amorfa foi constatada em alguns espécimes, geralmente em
intimo contato com a capsula adjacente a regido de implantacdo da membrana, na
presenca desta ou ndo, ou entre os fragmentos do material e a capsula. Nos
espécimes em que houve a mudanca de conformacdo da membrana para o formado
cilindrico, a invaginacao tecidual foi verificada, e este tecido apresentou-se como
tecido de granulacdo. A neoformacdo de vasos sanguineos foi observada
principalmente no tecido conjuntivo adjacente a capsula. Duas das amostras
apresentaram macrofagos, enquanto células gigantes multinucleadas e sinais de

necrose tecidual ndo estavam presentes.

5.3.3 Analise Microscopica Descritiva no Periodo de 30 dias

Neste periodo experimental, houve a formacdo de capsulas definidas e bem
organizadas em todas as amostras e apenas uma nao apresentou a conformagao
circular. Os tecidos capsulares de espessura intermediaria a fina, quanto ao seu tipo,
mostraram-se “intermediarias”. Algumas regides deste tecido conjuntivo reacional,
principalmente proximo a invaginacao tecidual (tecido de granulacdo), apresentaram
um processo inflamatério crénico, leve e com predominio de linfocitos. Apenas
fragmentos das membranas implantadas foram verificados nas amostras, alguns
dispersos na regido de implantacdo e outros em intimo contato com as capsulas. A

presenca da matriz proteica amorfa foi identificada em alguns espécimes, ora em



44

intimo contato com a capsula, ora com os fragmentos da membrana. Houve a
neoformacdo de vasos sanguineos nas proximidades da capsula e nao foi
constatada a presenca de macréfagos, células gigantes multinucleadas e quaisquer

sinais de necrose tecidual.

5.4 MEMBRANA TESTE DE PLGA + LACTAMA TIPO Il

5.4.1 Anélise Microscoépica Descritiva no Periodo de 02 dias

A analise microscopica expds que todas as membranas implantadas sofreram
alteracoes de forma no tecido subcutaneo dos animais, o que resultou na
conformacdo arredondada das capsulas ainda em definicdo (Figura 13A). Este
tecido capsular apresentou-se como tecido de granulacdo com um processo
inflamatorio misto, moderado e com predominancia de linfocitos, plasmdcitos e
leucocitos polimorfonucleares (eosinoéfilos e neutréfilos), principalmente na porcéo
externa das capsulas (Figura 13B). Um intenso infiltrado inflamatério e edema
tecidual foram observados nas proximidades da invaginacao tecidual presente em
algumas amostras. As membranas apresentaram-se em intimo contato com a
capsula adjacente (Figura 13B). Houve neoformacdo de vasos sanguineos no tecido
reacional e ndo foram identificados macrofagos, células gigantes multinucleadas e

guaisquer sinais de necrose tecidual.

5.4.2 Analise Microscopica Descritiva no Periodo de 07 dias

As amostras deste periodo experimental apresentaram alteracfes de forma das
membranas, e como consequéncia, os tecidos reacionais capsulares formados
adquiriram diferentes formatos, conforme as membranas. Em apenas uma amostra,
0 material se manteve como inicialmente implantado. Nos espécimes em que as
membranas implantadas foram constatadas, estas se mostraram fragmentadas e em
intimo contato com as capsulas adjacentes ou com o tecido invaginado, devido a
mudanca de conformacdo do material. As capsulas presentes e definidas exibiram
maior organizacdo tecidual, espessuras intermediarias a finas e quanto ao tipo

mostraram-se “intermediarias” e, em algumas regides, “fibrosas densas”. Verificou-
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se a presenca da matriz proteica amorfa nas porc¢des das capsulas em contato com
as regibes de implantacdo das membranas. O tecido que sofreu invaginacao
tecidual, caracterizou-se como tecido de granulagcéo e, em uma amostra, verificou-se
maior organizacdo tecidual, com a presenca de fibroblastos e fibras colagenas
justapostas. O processo inflamatério, quando presente, apresentou-se crbnico e
leve. A neoformacdo de vasos sanguineos ocorreu em trés amostras, e estavam
localizados no tecido conjuntivo adjacente as capsulas. Macréfagos, células gigantes

multinucleadas e sinais de necrose tecidual ndo foram identificados.

5.4.3 Analise Microscoépica Descritiva no Periodo de 30 dias

Neste periodo experimental, as membranas implantadas mostraram-se
fragmentadas e em intimo contato com os tecidos capsulares, ou dispersas na
regido de implantacdo. Em apenas uma amostra nao houve mudanca
conformacional da membrana. As capsulas formadas apresentaram-se todas
definidas e algumas mais organizadas que outras. Exibiram fina espessura e, quanto
ao tipo, mostraram-se ‘“intermediarias”, com fibroblastos e fibras colagenas
justapostas, e algumas regides com “fibrosas densas”, sem a presenca de
fibroblastos. Verificou-se a presenca da matriz proteica amorfa na por¢cao capsular
voltada para a regido de implantacdo do material. O processo inflamatério crénico
composto principalmente por linfécitos foi constatado apenas em algumas amostras
nas porcoes de invaginacao tecidual (tecido de granulacédo). Houve a neoformacéo
de vasos sanguineos nos espécimes, e em apenas uma delas, células gigantes
multinucleadas foram identificadas. Macrofagos e necrose tecidual ndo estavam

presentes.

5.5 MEMBRANA TESTE DE PLGA + LACTAMA TIPO Il

5.5.1 Analise Microscépica Descritiva no Periodo de 02 dias

Através da analise microscopica das amostras neste periodo experimental,

observou-se que em apenas uma delas ndo houve alteracdo conformacional da

membrana implantada. As membranas presentes mostraram-se, na maioria dos



46

espécimes, integras e em intimo contato com o tecido reacional ou entéo,
fragmentadas. As capsulas adjacentes em processo de definicdo apresentaram
fibras colagenas dispostas de forma mais organizada na por¢do em contato com o
musculo em comparacdo com a porcao externa da capsula, que evidenciou um
tecido de granulacdo. O processo inflamatério misto identificado principalmente no
tecido de granulacdo apresentou-se leve/moderado, com quantidades equilibradas
de plasmadcitos, linfocitos e leucécitos polimorfonucleares (eosinéfilos e neutrofilos).
Houve a neoformacédo de vasos sanguineos nas proximidades do tecido reacional. A
presenca de macréfagos, células gigantes multinucleadas e necrose tecidual ndo
foram constatadas.

5.5.2 Analise Microscopica Descritiva no Periodo de 07 dias

Neste periodo experimental as amostras apresentaram alteracdes de forma da
membrana implantada e céapsulas de formato circular (Figura 13C). As membranas,
integras ou fragmentadas, estavam em intimo contato com a capsula e também com
o tecido invaginado na regido de implantacdo de algumas amostras, caracterizado
como tecido de granulagcdo. As capsulas circunjacentes, definidas, de espessuras
intermediarias a finas exibiram-se, quanto ao tipo, “‘intermediarias”, com regides
“fibrosas densas” e organizacdo tecidual (Figuras 13D e 13F). Observou-se a
presenca da matriz proteica amorfa na porcdo das capsulas em contato com a
regido de implantacdo da membrana (Figura 13E). O processo inflamatério crénico
mostrou-se leve/moderado. Houve a neoformacao de vasos sanguineos em todas as
amostras enquanto, macréfagos, células gigantes multinucleadas e sinais de

necrose tecidual ndo foram identificados.

5.5.3 Analise Microscopica Descritiva no Periodo de 30 dias

Notou-se, neste periodo experimental, que apenas algumas amostras
apresentaram mudancas conformacionais das membranas implantadas. Estas, por
sua vez, estavam fragmentadas e em intimo contato com a cépsula adjacente, ou
dispersas na regido de implantacdo. As capsulas de espessuras intermediarias a
finas acompanharam as mudancas conformacionais das membranas, e mostraram-

se definidas e bem organizadas, principalmente nas por¢cdes em contato com o
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tecido muscular. Quanto ao tipo, mostraram-se ‘“intermediarias”, com fibras
colagenas justapostas e fibroblastos. A presenca de processo inflamatério crénico,
leve e predominantemente composto por linfocitos foi identificado. Em uma das
amostras ndo havia processo inflamatério. A neoformacédo de vasos sanguineos
ocorreu em todos os espécimes. Macrofagos estavam presentes em uma amostra
enquanto células gigantes multinucleadas ndo foram identificadas, bem como

guaisquer sinais de necrose tecidual.

5.6 MEMBRANA TESTE DE PLGA + LACTAMA TIPO IV

5.6.1 Analise Microscoépica Descritiva no Periodo de 02 dias

As amostras deste periodo experimental, em sua maioria, evidenciaram a
mudanca conformacional das membranas implantadas e como consequéncia, a
formacédo de capsulas circulares. A invaginacdo tecidual de algumas amostras gerou
um infiltrado inflamatdrio intenso nesta regido, principalmente de leucdcitos
polimorfonucleares (eosinofilos e neutrofilos). As membranas integras ou em
fragmentos, estavam em intimo contato com o tecido conjuntivo reacional adjacente.
Estas capsulas em processos de definicdo caracterizaram-se como tecido de
granulacdo, porém, em algumas areas, notou-se a organizacao de fibras colagenas.
Os espécimes apresentaram um processo inflamatério misto composto por infiltrado
de intensidade moderada. Houve a neoformacdo de vasos sanguineos no tecido
reacional. Macrofagos, células gigantes multinucleadas e sinais de necrose tecidual

nao foram identificados.

5.6.2 Analise Microscopica Descritiva no Periodo de 07 dias

Neste periodo experimental, apenas uma das amostras ndo evidenciou a
alteracao conformacional da membrana implantada. As cépsulas estruturadas de
acordo com a forma adquirida nos tecidos subcutaneos dos animais mostraram-se
definidas, de espessuras intermediarias a finas e, quanto ao tipo, apresentaram-se
“intermediarias”. Notou-se a presenca de uma matriz proteica amorfa em contato

com os tecidos capsulares e com o tecido que sofreu invaginagdo em alguns
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espécimes. As membranas estavam fragmentadas e em intimo contato com a
capsula ou dispersas na regido de implantacdo. O processo inflamatério crénico
apresentou-se leve. Houve a identificacdo de macrofagos em duas amostras e
neoformacdo de vasos sanguineos em todas. A presenca células gigantes

multinucleadas nao foi constata bem como, quaisquer sinais de necrose tecidual.

5.6.3 Analise Microscépica Descritiva no Periodo de 30 dias

A analise microscépica destes espécimes evidenciou a formacao de cépsulas
circulares, devido as mudancas conformacionais das membranas implantadas,
estas, por sua vez, fragmentadas e localizadas em intimo contato com as capsulas,
ou dispersas na regido de implantacdo. As capsulas formadas, bem definidas e
organizadas, de espessuras intermediarias a finas, apresentaram-se
“intermediarias”, com fibras colagenas justapostas e fibroblastos (Figura 13G), e
também porgdes “fibrosas densas” (Figura 13H). Notou-se um processo inflamatorio
cronico, leve e composto principalmente por linfocitos. Houve invaginacao tecidual
em todas as amostras e matriz proteica amorfa localizada em suas proximidades. A
neoformacdo de vasos sanguineos ocorreu em todas as amostras e macrofagos
foram identificados em duas. Sinais de necrose e células gigantes multinucleadas

nao estavam presentes.



Figura 13 — Membranas testes de PLGA + LACTAMAS nos periodos
experimentais de 02 dias (A e B), 07 dias (C, D, E e F) e 30 dias (G e H) -
(HE). A) Formacdo de cépsula arredondada devido & mudanca
conformacional da membrana no tecido subcutaneo do animal (Lactama
tipo Il — 5X); B) Tecido capsular caracterizado como de granulagao;
presenca de processo inflamatorio misto moderado. E possivel observar
a membrana em intimo contato com o tecido capsular adjacente
(Lactama tipo Il — 10X); C) Mudanca conformacional da membrana com
fragmentos ainda presentes (Lactama tipo Ill — 5X); D) Maior aumento
(10X) demonstrando capsula de fina espessura; E) Matriz proteica
amorfa em contato com a capsula (40X); F) Aumento de 40X relativo a
figura D, que exibe a organizacado das fibras colagenas da capsula fina;
G) Padrao intermediario demonstrado na capsula fina (Lactama tipo IV —
40X); H) Regido da capsula adquirindo o padrao fibrosa densa (escassos
fibroblastos) (40X).
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5.7 MEMBRANA TESTE DE PLGA + NPAg TIPO 1

5.7.1 Anélise Microscoépica Descritiva no Periodo de 02 dias

Ao analisar microscopicamente as amostras deste periodo experimental, nos
espécimes em que a presenca das membranas foi constatada, mostraram-se
dispersas na regiao de implantagdo ou em intimo contato com os tecidos conjuntivos
reacionais adjacentes. Estas cépsulas em processo de definicdo (Figura 14A),
apenas com algumas areas de tecido organizado (Figura 14B), apresentaram um
processo inflamatorio misto, moderado/intenso e com predominancia de linfocitos e
leucécitos polimorfonucleares (eosindfilos e neutréfilos) (Figura 14C). As capsulas
caracterizaram-se como tecido de granulacao, principalmente nas porcdes externas,
exibindo um tecido frouxo e sugestivo edema tecidual. Nas por¢des em contato com
o tecido muscular, apresentaram um tecido mais organizado com fibras colagenas
justapostas. Houve discreta neoformacdo de vasos sanguineos na regido de tecido
reacional. Macrofagos, células gigantes multinucleadas e sinais de necrose tecidual

nao foram identificados.

5.7.2 Analise Microscopica Descritiva no Periodo de 07 dias

Observou-se neste periodo experimental que as membranas implantadas
estavam fragmentadas, dispersas na regido de implantacdo ou em intimo contato
com as capsulas adjacentes. As capsulas formadas de modo a circunscrever o
material, apresentaram definicdo e organizacao tecidual tendo em vista que, quanto
ao tipo, exibiram-se “intermediarias”, com porg¢des teciduais (extremidades) “fibrosas
densas”. A espessura destes tecidos conjuntivos reacionais variou de intermediaria a
fina. Notou-se a presenca de um processo inflamatério crénico leve/moderado.
Apenas uma das amostras apresentou macréfagos e células gigantes
multinucleadas. Houve a neoformacdo de vasos sanguineos geralmente no tecido
conjuntivo adjacente as cépsulas e nao foram observados sinais de necrose

tecidual.
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5.7.3 Analise Microscopica Descritiva no Periodo de 30 dias

Nestas amostras, as membranas implantadas evidenciaram fragmentacéo,
localizadas em intimo contato com os tecidos capsulares adjacentes ou dispersas
nas regibes de implantacdo. As cépsulas presentes, definidas e bem organizadas,
exibiram espessura intermedidria a fina e quanto ao tipo, mostraram-se
“‘intermediarias” (Figura 14G). Verificou-se que as porc¢des capsulares em contato
com o tecido muscular apresentaram-se “fibrosas densas”. O infiltrado de células,
provenientes de um processo inflamatério crénico, reduziu-se a escasso ou
apresentou-se leve, com o predominio de linfécitos (Figura 14H). A neoformacéo de
vasos sanguineos foi constatada nas amostras (Figura 14H) e em dois espécimes,
identificou-se a presenca de células gigantes multinucleadas nas proximidades dos
tecidos capsulares (Figura 14G). Macréfagos e necrose tecidual ndo estavam

presentes.

5.8 MEMBRANA TESTE DE PLGA + NPAg TIPO 2

5.8.1 Analise Microscopica Descritiva no Periodo de 02 dias

Neste periodo experimental, a analise microscépica evidenciou a presenca das
membranas implantadas fragmentadas e dispersas nas regides de implantacéo, ou
em intimo contato com os tecidos reacionais adjacentes. As capsulas em processo
de definicdo e ainda desorganizadas caracterizaram-se como tecido de granulacéo e
apresentaram-se sugestivamente edemaciadas. Notou-se um processo inflamatorio
misto, moderado/intenso e com predominancia de plasmaocitos e eosindfilos. A
neoformacdo de vasos sanguineos verificada apenas em algumas amostras foi
discreta. Macroéfagos, células gigantes multinucleadas e sinais de necrose tecidual

nao foram identificados.

5.8.2 Analise Microscépica Descritiva no Periodo de 07 dias

Notou-se, nas amostras deste periodo experimental, que as membranas

implantadas apresentaram-se em fragmentos dispersos na regido de implantacéo ou
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em intimo contato com as capsulas circunjacentes. As capsulas formadas, definidas
e mais organizadas na por¢cdo tecidual em contato com o musculo, exibiram
espessura intermediaria, tornando-se mais finas nas extremidades (Figuras 14D).
Quanto ao tipo, mostraram-se “intermediarias”, com fibras colagenas justapostas e
presenca abundante de fibroblastos (Figura 14E). Porcdes teciduais capsulares
“fibrosas densas” também estavam presentes (Figura 14F). O processo inflamatorio
cronico, quando presente, apresentou-se leve. Houve a neoformacdo de vasos
sanguineos e a presenca de macrofagos foi constatada em apenas uma amostra.

Necrose tecidual e células gigantes multinucleadas néao foram identificadas.

5.8.3 Analise Microscoépica Descritiva no Periodo de 30 dias

As amostras deste periodo experimental apresentaram fragmentos das
membranas implantadas em intimo contato com os tecidos capsulares adjacentes,
ou dispersos na regido de implantacdo. As capsulas formadas, definidas e bem
organizadas, exibiram espessura intermediaria a fina, e quanto ao tipo, mostraram-
se ‘“intermediarias”. Verificou-se que diversas porcdes capsulares em todas as
amostras apresentaram-se “fibrosas densas”, principalmente nas extremidades. O
processo inflamatério ndo foi identificado em nenhum dos espécimes. Houve
discreta neoformacdo de vasos sanguineos. Macréfagos, células gigantes

multinucleadas e sinais de necrose tecidual ndo estavam presentes.
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Figura 14 - Membranas testes de PLGA + NPAg nos periodos experimentais de 02
dias (A, B e C), 07 dias (D, E e F) e 30 dias (G e H) - (HE). A) Regiao de implantacdo
da membrana e capsula adjacente (NPAg tipo 1 — 5X); B) Maior aumento (10X)
exibindo capsula em processo de organizagéo (sem definicdo precisa); C) Membrana
em intimo contato com a cépsula composta por tecido de granulacdo. E possivel
observar processo inflamatério misto intenso (40X). D) Regido de implantacdo da
membrana e capsula adjacente: notar a diminui¢cdo da espessura capsular em direcao
a extremidade (NPAg tipo 2 - 10X); E) Porcéo capsular padréao intermediario (40X); F)
Extremidade da cépsula padrdo fibrosa densa. G) Capsula com padrdo tecidual
intermediario e presenca de células gigantes multinucleadas no tecido conjuntivo
adjacente (NPAg tipo 1 — 40X); H) Processo inflamatério crénico leve na porcéo
capsular de padréo intermediario e neoformacao de vasos sanguineos (40X).
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6 DISCUSSAO

Existem inumeros tipos de membranas que s&o utilizadas nas técnicas de RTG
e ROG como barreiras fisicas e com o intuito de reconstru¢do tecidual. Neste
cenario, as caracteristicas ideais das membranas séo: biocompatibilidade (BLACK,
2005; COSTA; HEBLING; SOUZA, 2005); adaptacdo adequada a raiz, ao implante
dentario ou ao tecido 0sseo (vedamento); rigidez apropriada para atuar como
mantenedora de espaco; permeabilidade para moléculas; oclusivas para células;
estabilidade; biodegradacdo controlada, para um tempo de atuacdo apropriado;
permitir a incorporagdo de aditivos como antimicrobianos e bioestimuladores
(RETZEPI; DONOS, 2010), e facilidade de manejo clinico pelo profissional.

Apesar de ndo possuir todas as caracteristicas ideais (apresentam
propriedades mecéanicas desfavoraveis para manutencdo do espaco, rapida
biodegradacdo e impossibilidade de exposicdo ao meio bucal) as membranas de
colageno tipo | e tipo | e lll, sdo consideradas padrao-ouro para utilizacao clinica.
Assim, buscou-se uma membrana biocompativel, bioativa (que permita a
incorporacao de antibiofiimes), possuidora de melhores propriedades mecanicas e
com biodegradacdo mais lenta, para a utilizacgdo em técnicas reconstrutivas
teciduais.

Primordialmente a membrana, quando em contato com os tecidos vivos, deve
exercer suas funcdes especificas e interagir com respostas apropriadas dos
hospedeiros, sem lhes causar danos ou prejuizo (BLACK, 2005; COSTA; HEBLING;
SOUZA, 2005). Corroborando com tais conceitos de biocompatibilidade, no presente
estudo foram avaliados o0s seguintes eventos histologicos, perante a implantacao
das membranas (colageno, PLGA e PLGA associada a antibiofilmes) em tecido
subcutaneo de ratos: a presenca de processo inflamatorio, sua classificacéo (agudo,
crbnico ou misto), magnitude (escasso, leve, moderado ou intenso) e tipo(s)
celular(es) predominante(s); a presenca de capsula de tecido conjuntivo (area
reacional adjacente ao material implantado), seu tipo (tecido de granulacao, fibrosa
densa ou intermediaria) e, quando bem definida, sua espessura (espessa, fina ou
intermediaria); a presenca ou auséncia de células gigantes multinucleadas,
macrofagos, necrose e neoformacao de vasos sanguineos.

Neste contexto, um estudo prévio deste grupo de pesquisa avaliou in vitro a
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capacidade de inibicdo de biofilme, a viabilidade e adesé&o celular nas membranas
de PLGA associadas a hidroxiapatita (HA) incorporadas com lactamas e NPAg
(PEREIRA NETO, 2013). Os testes de toxicidade em presenca de células humanas
mostraram que as lactamas e as NPAg apresentaram alto indice de viabilidade
celular, para os principais tipos celulares que compdem o periodonto de sustentacéo.
Estes indices foram superiores ao preconizado para a aprovacdo em uso clinico,
indicando que as membranas de PLGA + HA incorporadas com lactamas e NPAg
apresentam potencial compativel para a reconstrucéo tecidual. Sugeriu-se, entédo, o
desenvolvimento de mais estudos a fim de avaliar seu beneficio clinico.

Perante o ineditismo da incorporacao de lactamas e NPAg as membranas de
PLGA para RTG e ROG em estudos in vivo, impossibilitou-se a confrontagcdo dos
resultados obtidos com os da literatura correlata. Portanto, realizar-se-4 uma
comparacao das membranas testes com as membranas controle (padréo-ouro de
colageno e PLGA sem antibiofilmes incorporados) nos decorridos periodos
experimentais. Para tais comparacdes, optou-se por agrupar os 04 tipos de
membranas testes contendo lactamas pela ndo observancia de diferencas
relevantes entre um tipo e outro nas analises descritivas realizadas. Devido ao
mesmo motivo, os 02 tipos de NPAg também foram agrupados.

O numero de amostras analisadas descritivamente pertencentes aos periodos
experimentais de alguns grupos ndo foi 0 mesmo proposto inicialmente, devido a
impossibilidade de analise histolégica destes espécimes. Do total de 180 amostras
envolvendo todos os periodos e grupos experimentais (controles e testes), 11 néo
foram consideradas para compor os resultados.

Dentro dos critérios de biocompatibilidade adotados (BORTOLUZZI, 2005;
COSTA; HEBLING; SOUZA, 2005) foram definidos como parametros de exceléncia:
reducdo ou auséncia de processo inflamatério no decorrer dos periodos
experimentais; proliferacdo e maturacdo de fibroblastos e formacdo de céapsula
fibrosa densa e fina; e auséncia de necrose tecidual. Salienta-se que em nenhuma
das amostras dos grupos controles e testes, nos periodos experimentais avaliados,
foram verificados quaisquer sinais de necrose tecidual.

Nas membranas controle de coladgeno (padrdo-ouro), foi observada
microscopicamente a presenca do material implantado nos 03 tempos
experimentais, porém no periodo de 30 dias as membranas apresentaram-se com

reducédo de tamanho e alteracoes de forma, mas com todo o local de implantagao
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preenchido pela mesma. Este fato justifica-se pela reconhecida rapida
biodegradacdo do material (BUNYARATAVEJ; WANG, 2001). No periodo
experimental de 02 dias, o tecido reacional adjacente caracterizou-se como de
granulacdo (sem organizacdo capsular), com presenca de processo inflamatério
leve/moderado e misto. No decorrer de 07 dias, evidenciou-se tecido conjuntivo
reacional em processo de organizacdo (maior numero de fibroblastos e fibras
colagenas), enquanto o processo inflamatério apresentou-se leve/escasso e crénico.
No periodo experimental de 30 dias o tecido conjuntivo apresentou-se mais definido
e organizado, com parte de suas fibras colagenas permeando a membrana. O
processo inflamatorio crénico (composto predominantemente por linfécitos) foi leve
no tecido reacional e intenso sobre a membrana implantada, onde também foi
possivel observar a maior presenca de macréfagos, células gigantes multinucleadas
e neoformacdo de vasos sanguineos. Uma plausivel explicacdo para o intenso
processo inflamatorio sobre a membrana é uma reagdo imunologica antigeno-
anticorpo, pela implantacdo do material xendgeno.

As membranas controle de PLGA, nos 03 periodos experimentais,
apresentavam-se ainda macroscopicamente visiveis e com sua conformacao
estrutural mantida, mas microscopicamente fragmentadas e dispersas na regido de
implantacdo ou com apenas algumas porcdes presentes em intimo contato com o
tecido reacional capsular formado. O mesmo ocorreu com as membranas de PLGA
associadas aos antibiofilmes, possivelmente devido a acdo de solventes organicos
durante o processamento histolégico ou artefato de técnica. Em todos os periodos
experimentais o tecido reacional em intimo contato com a regido de implantacao da
membrana exibiu uma fina margem corada por hematoxilina. Esta coloracéo
acidofilica fundamenta-se pelo ambiente acido promovido pela degradacdo via
hidrolise do PLGA (queda do pH). No periodo de 02 dias, foram observadas
capsulas compostas por tecido de granulacdo, com um processo inflamatério
leve/moderado, misto, e presenca de fibroblastos. Foram identificados macrofagos e
neoformacdo de vasos sanguineos em diferentes localidades dos tecidos
capsulares. Em 07 dias, as capsulas exibiram-se bem definidas e organizadas, com
espessura intermediaria a fina. Evidenciou-se processo inflamatério em apenas
algumas amostras e este se apresentou leve e crénico. No decorrer de 30 dias, de
forma semelhante as membranas do periodo experimental de 07 dias, as cipsulas

exibiram definicdo e organizagdo, com porcoes fibrosas densas e espessura
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intermediaria a fina, caracteristica de uma resposta favoravel quanto a
biocompatibilidade.

O processo inflamatdério crénico presente nas regides capsulares manifestou-se
de forma escassa ou leve, contido principalmente nas porgdes capsulares externas
(lado contralateral ao masculo). Em algumas amostras, verificou-se a presenca de
macroéfagos dispersos na capsula. Tanto nas membranas de coldgeno quanto nas
de PLGA, observou-se que a porcdo capsular em contato com o tecido muscular
mostrou maior ou mais rapida organizacdo tecidual (presenca de fibroblastos e
justaposicdo de fibras colagenas) e diminuicdo da resposta inflamatéria, em
comparagcao com a por¢cao contralateral.

Na maioria das amostras correspondentes as membranas testes de PLGA
associadas as lactamas, em todos os periodos experimentais, as membranas néao se
mantiveram no formato em que foram inicialmente implantadas. No momento das
bidpsias, notou-se que os discos de membrana (inicialmente circulares e planos)
adquiriram um formato cilindrico no tecido subcutadneo dos animais, traduzindo-se
em tecidos capsulares reacionais de formato arredondado. Esta peculiaridade pode
ser devido a temperatura do meio; a caracteristicas proprias das lactamas (como a
possivel hidrofobicidade), ou do solvente (DMSO) utilizado para a diluicdo deste
antibiofilme (originalmente em forma de p0). Devido a esta mudanca conformacional,
em diversas amostras, observou-se uma invaginacao tecidual para o interior deste
cilindro, caracterizando-se histologicamente como um tecido de granulacdo. No
periodo experimental de 02 dias, observou-se que a capsula em contato com o
tecido muscular apresentou fibras colagenas dispostas de forma mais organizada e
com maior expressividade de fibroblastos que a porcdo externa, que exibiu um
tecido de granulacdo, com um processo inflamatorio leve/moderado e misto. Aos 07
dias, as capsulas apresentaram-se definidas e bem organizadas, com espessura
intermediéaria. O processo inflamatério crénico, quando presente, mostrou-se leve e a
neoformacédo de vasos sanguineos foi observada principalmente no tecido conjuntivo
adjacente a capsula. A presenca de uma matriz proteica amorfa foi constatada em
alguns espécimes, geralmente em intimo contato com a cépsula adjacente a regiao
de implantacdo da membrana. Quatro das amostras apresentaram macroéfagos; sua
identificacdo, considerando-se também 0s outros grupos e periodos experimentais,
foi dificultada em decorréncia da espessura dos cortes histolégicos, apesar da

padronizagdo para a coloracdo HE (5 um). Em 30 dias, identificou-se capsulas
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definidas e bem organizadas em todas as amostras. Os tecidos capsulares de
espessura intermediéria a fina mostraram-se fibrosos densos em algumas regides da
capsula e o processo inflamatério cronico presente reduziu-se a escasso, com
neoformacdo de vasos sanguineos nas proximidades da cépsula. Notou-se a
presenca da matriz proteica amorfa em algumas amostras. Apenas uma delas
apresentou células gigantes multinucleadas e macréfagos estavam presentes em
trés.

No periodo experimental de 02 dias, as membranas testes de PLGA
associadas as NPAg apresentaram um tecido de granulacdo adjacente a regido de
implantagdo da membrana. As por¢cbes em contato com o tecido muscular
apresentaram um tecido mais organizado com fibras coldgenas justapostas.
Observou-se um processo inflamatorio moderado/intenso e misto, com discreta
neoformacdo de vasos sanguineos na regiao de tecido reacional. Aos 07 dias, as
capsulas se apresentaram definidas, organizadas e de espessura intermediaria, com
as extremidades mais finas e fibrosas densas. O processo inflamatorio crénico,
guando presente, apresentou-se leve, com neoformacdo de vasos sanguineos.
Apenas uma das amostras apresentou macrofagos e ceélulas gigantes
multinucleadas. Com 30 dias, as capsulas presentes, definidas e bem organizadas,
exibiram espessura intermediaria a fina e com por¢cdes mais fibrosas densas,
guando em contato com o tecido muscular. O processo inflamatorio crénico
apresentou-se leve ou reduziu-se a escasso, com neoformacdo de vasos
sanguineos. Foram identificadas células gigantes multinucleadas nas proximidades
dos tecidos capsulares em duas amostras.

Em sintese, as membranas controle de colageno apresentaram integracao
tecidual precoce, sem sinais de uma capsula fibrosa bem definida como nas
amostras de PLGA; fato que, assim como a evidéncia de um infiltrado inflamatorio
mais intenso, leva a crer que a reacdo imunoldgica mais exacerbada pode estar
relacionada a absorcdo acelerada deste material clinicamente, jA que aos 30 dias
nao foi possivel visualizar macroscopicamente as membranas integras no sitio de
implantacéo, na grande maioria das amostras.

As membranas teste de PLGA contendo antibiofiimes nédo apresentaram
respostas teciduais muito divergentes em comparacao com a membrana controle de
PLGA. Houve atenuacdo da resposta inflamatéria ao longo dos periodos

experimentais; ndo ocorreu necrose tecidual em nenhuma das amostras e os tecidos
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dos animais responderam de forma apropriada a implantacdo do material (formacéao
de cépsula de tecido conjuntivo gradativamente mais organizada e fina ao longo dos
periodos experimentais). Em sua maioria, a resposta inflamatdria foi bastante
branda, no entanto os periodos experimentais adotados ndo demonstraram uma
completa degradacdo do material implantado, o0 que sugere que periodos
experimentais mais longos s&do necessarios para uma melhor elucidagdo do
processo de biodegradacédo/absorcdo das membranas de PLGA, incorporadas ou
nao com antibiofiimes. Um ponto de divergéncia foi nas membranas de PLGA
associadas as lactamas, que sofreram alteracdo na sua conformacao ja no primeiro
periodo experimental. Estudos mais aprofundados das lactamas utilizadas quanto as
caracteristicas apresentadas em meio biolégico, ou propriedades fisico-quimicas e
térmicas do material sdo sugeridos para melhorar seu comportamento clinico e
viabilizar sua utilizacao.

Pelo exposto, a utilizacdo/aplicacdo clinica das membranas de PLGA
incorporadas com lactamas e NPAg s&o biologicamente passiveis de serem
utilizadas nas técnicas de RTG e ROG. O PLGA apresenta notérias vantagens em
relacdo a membranas padrao-ouro, tais como um maior tempo de biodegradacéo e
maior rigidez (manutencdo de espaco); e, com o aditivo de inibidores de biofilme,
especula-se a possibilidade da sua manutencado in situ em caso de deiscéncia.
Entretanto, conforme discutido, sdo necessarios ainda estudos adicionais quanto a
concentracdo e propriedades fisicas e quimicas ideais dos antibiofilmes utilizados

para concretizar sua utilizacao clinica.
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7 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos e considerando as limitagdes metodoldgicas, €
possivel concluir que as membranas absorviveis associadas aos antibiofiimes
testados (lactamas e nanoparticulas de prata) sugerem biocompatibilidade. Estudos
adicionais sdo necessarios para a utlizacdo clinica destas membranas em

procedimentos reconstrutivos.
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ANEXO A — Parecer da Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Santa Catarina (CEUA - UFSC).

Resultado de Solicitagao de Protocolo
Protocolo
PP00920
Titulo
AVALIACAO DA BIOCOMPATIBILIDADE DAS MEMBRANAS ABSORVIVEIS DE PLGA+LACTAMAS E PLGA+
NANOPARTICULAS DE PRATA EM TECIDO SUBCUTANEO DE RATOS - ESTUDO IN VIVO
Data de Entrada
20/03/2014

Resultado:
Aprovado
Data/Prazo
15/08/2014

Consideragdes

Oficio n° 166/CEUA/PROPESQ/2014

Do: Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais-CEUA

Ao(a): Prof(a) Dr(a) Ricardo de Souza Magini, Departamento de Odontologia - CCS

Prezado(a) Professor(a),

Em relacdo ao protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade a CEUA deliberou o
seguinte:

- APROVADO, por doze meses, para a utilizacdo de quarenta e cinco Rattus norvegicus
albinus.

- Procedéncia do animal: Biotério Central.

Por ocasido do término desse protocolo, DEVERA SER APRESENTADO RELATORIO
detalhado relacionando o uso de animais no Projeto desenvolvido aos resultados obtidos,
conforme formulario ON LINE CEUA.

Atenciosamente,

Relatodrio Final previsto para (90 dias apds término da vigéncia do protocolo ou no momento da
apresentacao de um novo protocolo)
Data 15/11/2015

Data 15/08/2014

Parecer(es):

ﬁ/)‘
{ RGO,

Prof. Assoc. Carlos Rogério Tonussi, D.S5c.

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - PRPE - UFSC
PRESIDENTE




