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RESUMO

As implicacgdes bioldgicas da incorporacdo de agentes antibiofilmes as
membranas utilizadas nas técnicas reconstrutivas de tecido 6sseo ndo
estdo completamente esclarecidas. O objetivo deste estudo foi analisar a
resposta inflamatoria a implantacdo subcutanea de membranas de PLGA
(&cido polilatico co-glicélico) associadas a duas categorias de agentes
antibiofilme: quatro tipos de lactamas e dois de nanoparticulas de prata.
Foram implantados, ao todo, 08 tipos de membranas (controles e testes)
em 45 ratos Wistar adultos machos, distribuidos aleatoriamente nos
periodos experimentais de 2, 7 e 30 dias. Cada animal recebeu 04 discos
de membrana de 6mm de didmetro, sendo que em todos os animais, 02
sitios obrigatoriamente receberam os discos controle (PLGA puro e
colageno) e os outros 02 sitios receberam, randomicamente, discos teste.
Apos cada periodo experimental, os animais foram anestesiados e
submetidos a biopsias excisionais das areas dos implantes e puncéo
cardiaca (eutanasia) para a coleta de amostras de sangue e analise
laboratorial - hemograma. As amostras removidas foram fixadas em
formol, processadas e incluidas em parafina. A partir de cortes semi-
seriados de 5 micrometros, foram confeccionadas as laminas histoldgicas,
coradas com HE para analise descritiva e semi-quantitativa da resposta
inflamatoria e biocompatilidade dos compostos testados. A membrana
controle de colageno foi a que mostrou maior reacdo tecidual ao longo
dos 30 dias, com presenga de macréfagos e células gigantes
multinucleadas. As membranas testadas mostraram reacdo amena, muito
semelhante entre si, e & membrana controle de PLGA puro. Dentro dos
periodos experimentais testados, as amostras teste mostraram melhor

resposta tecidual que as amostras controle.



Descritores: Antibacterianos. Biofilmes. Inflamag&o. Lactamas. Materiais
biocompativeis. Membranas. Nanoparticulas. Prata.



ABSTRACT

Biological aspects of the use of membranes for tissue reconstructive
procedures embedded with anti-bacterial agents are not completely
elicited. The aim of this study was to analyze the inflammatory response
to subcutaneous implantation of bioabsorbable poly(lactic-co-glycolic
acid) - PLGA membranes embedded with two different categories of anti-
bacterial agents: four types of lactams and two silver nanoparticles.
Collagen and pure PLGA membranes were used as control groups. Each
animal randomly received 04 membranes, 02 of them necessarily the
control discs. After 02, 07 and 30 days of implantation, the animals were
anesthetized for the excisional biopsy of the implant areas and for blood
sample collections through cardiac puncture (euthanasia). The skin
samples were histologically processed and embedded in paraffin to
undergo semi-serial cuts of 5 micrometers; these slides were stained using
Hematoxylin-Eosin and descriptively analyzed by light microscopy.
Semi-quantitative inflammatory response analyses of the tested
compounds were also made. Both tested antibiofilm agents showed a
similar mild reaction with a good resolution at the end of the experimental
period. Within the experimental periods tested, the test samples showed
better tissue response than the control samples.

Keywords: Anti-bacterial agents. Biocompatible materials. Biofilms.

Inflammation. Lactams. Membranes. Nanoparticles. Silver.
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7 ANEXO A — Parecer da Comissdo de Etica no Uso de Animais da

Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA - UFSC)



1 INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

Ap0s a perda dentéria, o processo alveolar sofre uma remodelagéo
gue implica tanto na sua reducao em altura como em espessura. Esta perda
pode trazer prejuizos estéticos e funcionais que muitas vezes dificultam
ou até impossibilitam a reabilitacdo com implantes osseointegrados
(DAMIEN; PARSONS, 199; ARAUJO; LINDHE, 2005; VAN DER
WEIJDEN). Para reabilitar pacientes edéntulos com rebordos alveolares
atroficos sdo necessarios procedimentos de reconstrugdo 6ssea (BUSER
et al,, 1996; CHIAPASCO; CASENTINI; ZANIBONI, 2009) e os
enxertos 0sseos autdgenos ainda sdo considerados padrdo ouro, embora
por vezes, existam dificuldades relacionadas com a quantidade disponivel
de material autdgeno nas areas doadoras além das consequentes
morbidades e complicagBes locais relacionadas a necessidade de uma
segunda intervencgdo cirdrgica para a coleta de material a ser enxertado
(MCALLISTER; HAGHIGHAT, 2007).

Como alternativa a utilizagdo exclusiva do enxerto 6sseo
autdgeno, uma das técnicas reconstrutivas mais aplicadas para estimular
a neoformacao Ossea € a Regeneragdo Ossea Guiada (ROG) que, assim
como a Regeneracdo Tecidual Guiada (RTG), utiliza uma barreira fisica
para que haja migracao celular seletiva, evitando uma invasdo do tecido
epitelial e de fibroblastos do tecido conjuntivo, durante o periodo de
cicatrizacéo, nos sitios onde se deseja nova formacdo 6ssea para aumento
ou preservacdo do rebordo alveolar em altura e espessura (DAHLIN et
al., 1988; DAHLIN et al., 1990; SALONEN; PERSSON, 1990;
HAMMERLE; KARRING, 1998; BUSER et al., 2000). As membranas,
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comumente utilizadas como barreira fisica tecidual nas técnicas
reconstrutivas, devem apresentar caracteristicas como:
biocompatibilidade, permeabilidade seletiva, degradacdo controlada,
estabilidade dimensional e rigidez adequadas para funcionar como
mantenedora de espaco, facilidade de manejo cirtrgico, além de permitir
a adicdo de substancias como antimicrobianos e bioestimuladores
(RETZEPI; DONOS, 2010).

Dentre as membranas que podem ser utilizadas nos
procedimentos reconstrutivos, existem diferencas quanto a reabsorcéo -
membranas absorviveis e ndo absorviveis — e ao tipo de material com o
qual sdo fabricadas - de origem animal (naturais), sintéticas ou derivadas
de polimeros. Dentre as absorviveis, as membranas de colageno,
geralmente de origem animal, sdo consideradas “padrdo ouro” por
proporcionarem facilidade na manipulacdo e baixa imunogenicidade, j&
gue ¢ a proteina estrutural mais abundante no tecido conjuntivo - um tergo
do total de proteinas do corpo (HUTMACHER; HURZELER;
SCHLIEPHAKE, 1996). Entretanto, apresentam baixa estabilidade
dimensional e rapida absorcdo, dificultando sua indicacdo para
procedimentos mais extensos e complexos (SCHLEGEL et al.1997;
ROTHAMEL et al., 2004; FERREIRA et al., 2012). O colageno é
reabsorvido através das vias de degradacdo enzimatica (colagenases/
proteases), de enzimas derivadas de macrofagos e/ou leucocitos
polimorfonucleares e proteases bacterianas (HUTMACHER,;
HURZELER; SCHLIEPHAKE, 1996; TATAKIS; PROMSUDTHI;
WIKESJO, 1999; ROTHAMEL et al., 2004), como as que fazem parte do

ciclo metabdlico de periodontopatégenos e mostraram degradar proteinas
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humanas de importancia bioldgica. A P. gingivalis tem alta afinidade pelo
colageno e acelera sua degradacdo (SELA et al., 2009).

As membranas derivadas de polimeros sdo uma alternativa as
limitac6es das membranas de colageno. Das primeiras a serem produzidas
para utilizacdo em regeneracdo tecidual, as confeccionadas em
politetrafluoretileno, expandido ou ndo (PTFE/PTFE-e), ndo podem ser
absorvidas pelo organismo, o que confere estabilidade dimensional por
um longo periodo; no entanto, estdo mais sujeitas a exposi¢do ao meio
bucal e processos inflamatérios/infecciosos, além da necessidade de uma
segunda etapa cirdrgica para sua remogao apos o periodo de regeneracdo
(HURZELER et al., 1998; ROTHAMEL et al., 2004). A introducéo de
barreiras poliméricas absorviveis nos procedimentos reconstrutivos
objetivou contornar as limitagbes anteriores e, em geral, séo
confeccionadas a partir dos acidos polilatico (PLA) e poliglicélico (PGA)
ou a combinacdo de ambos - acido polilatico co-glicolico (PLGA)
(TATAKIS; PROMSUDTHI; WIKESJO, 1999).

Os polimeros derivados do acido poliglicélico (PGA) exibem
boas propriedades mecéanicas e seu principal uso é como material de
suporte; ja os derivados do acido polilatico (PLA) sdo biocompativeis,
possuem alta resisténcia, comportamento termoplastico e degradacédo
lenta. A combinacdo destes polimeros permite melhorar suas
propriedades fisicas e quimicas, diminuindo a dureza de suas fibras e
modulando o seu tempo de degradagdo; tornando-a uma boa alternativa
para a obtencdo de um material com as propriedades desejadas para 0 uso
em procedimentos reconstrutivos (HUTMACHER; HURZELER,;
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SCHLIEPHAKE, 1996; OWEN et al., 2010; DANHIER et al., 2012;
CHEN et al., 2012).

As membranas derivadas dos acidos polilatico e poliglicélico,
sofrem uma degradacéo hidrofilica lenta sendo que, na primeira fase, a
agua penetra na superficie do dispositivo, convertendo longas cadeias
poliméricas em cadeias menores e, finalmente, em fragmentos sollveis.
Neste momento, ha uma reducdo na massa molar sem a perda das
propriedades fisicas, seguida pela perda das propriedades fisicas e
fragmentacdo do dispositivo. Na segunda fase, os produtos da hidrdlise
sdo incorporados ao ciclo de Krebs e metabolizados, o que resulta em
rapida perda da massa polimérica (ATHANASIOU; NIEDERAUER,;
AGRAWAL, 1996; IGNATIUS e CLAES, 1996; DUEK, et al. 1999). A
duragdo de cada uma dessas fases e a taxa de degradacdo dependem da
natureza do polimero, do pH, temperatura, grau de cristalinizacéo,
hidrofilicidade, morfologia, densidade de ligacdo, composi¢do da
superficie e volume da membrana. A adicdo de alguns compostos, como
mondmeros, drogas, catalisadores e compostos acidos ou basicos, bem
como modificacBes na estrutura quimica, ja demonstraram afetar o grau
de degradacéo destes polimeros, o que leva a crer que o tempo em fungédo
destas membranas ainda ndo pode ser completamente controlado
(HAMMERLE; JUNG, 2003; YU; ZHOU, 2003; RETZEPI; DONOS,
2010).

Mesmo ainda ndo tendo uma cinética de degradacéo e interacdo
com o hospedeiro de todo elucidadas, devido a escassez de estudos de
longo prazo, o PLGA é uma alternativa que vem sendo muito utilizada na

biomedicina: revestindo tubos, cateteres urinarios, fios de sutura, fixacdes
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6sseas (HUTMACHER; HURZELER; SCHLIEPHAKE, 1996; GOMEZ
et al., 2006), além de permitir a incorporacdo de substancias
antimicrobianas, imunoestimulantes e anti-inflamatérias, com liberagdo
local controlada (OWEN et al., 2010; DANHIER et al., 2012; CHEN et
al., 2012).

Um pré-requisito para o sucesso de qualquer tratamento
regenerativo/reconstrutivo € um processo de cicatrizagdo livre de
infeccBes. A adesdo bacteriana e a coloniza¢do de membranas expostas
podem resultar no desenvolvimento de infec¢do e consequente falha do
tratamento regenerativo (SELA et al., 2009). O equilibrio das interacBes
hospedeiro - bactérias presentes no biofilme da cavidade bucal é de
grande importancia para a conclusdo adequada do tratamento
regenerativo; um desequilibrio pode provocar injdrias aos tecidos com
potencial prejuizo & neoformacdo éssea (MOMBELLI, 2002).

O processo inicial de aderéncia bacteriana ocorre de forma
organizada: minutos ap6s a higiene bucal, forma-se a pelicula adquirida
nas superficies — dentes, implantes ou nas membranas, se/quando
expostas (LISTGARTEN, 1972; LISTGARTEN; MAYO; TREMBLAY,
1975; LISTGARTEN, 1976). Em uma etapa seguinte a formagdo da
pelicula adquirida, as células bacterianas que estavam reversivelmente
fixadas a superficie, se unem irreversivelmente a ela e passam a secretar
a matriz extracelular que ira estruturar o biofilme, o que ja Ihes confere
certa resisténcia aos antimicrobianos. Novas bactérias plancténicas séo
recrutadas e incorporadas ao biofilme, embebidas em uma matriz
altamente hidratada de exopolimeros bacterianos e se proliferam até

adquirirem a forma de microcolbnias aderidas. O biofilme passa a
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apresentar uma conformacdo tridimensional que lhe confere grande
heterogeneidade estrutural e microambientes com distintas concentragdes
de O e de nutrientes. Apds a maturacdo do biofilme, algumas bactérias
da periferia passam do estado séssil para o estado flagelar movel,
possibilitando a colonizacdo de um novo ambiente.

E assim, a maioria das bactérias patogénicas passa a coexistir
como uma comunidade complexa (COSTERTON et al., 1987; DAVIES,
2003; CARNIOL; GILMORE, 2004; RICHARDS & MELANDER,
2009), atuando como uma entidade multicelular quando um determinado
nivel populacional é atingido. Estas comunidades bacterianas organizadas
em biofilmes possuem mecanismos de percepcdo da densidade
populacional, conhecido como “Quorum Sensing”, e interagem através da
producédo de sinais moleculares sintetizados pelas células e detectados por
receptores especificos (CHA et al., 1998; DAVIES, 2003; HALL-
STOODLEY etal., 2004). Esta sinalizacdo inclui o aumento da expresséo
e a troca de genes benéficos para a manutencédo do biofilme; alteracdes
fenotipicas na morfologia da colénia; producdo de grandes quantidades
de polimeros extracelulares; maior acesso aos nutrientes e maior
proximidade entre as células, o que facilita interagcbes ecoldgicas de
mutualismo, sinergismo e de protecdo (COSTERTON et al., 1987),
tornando-as capazes de resistir aos antibi6ticos convencionais e
permitindo a evolucdo de espécies resistentes (DAVIES, 2003).

Para combater as infecgBes microbianas, alguns compostos
atuam nos seus estagios iniciais, na adesdo bacteriana ou através do
bloqueio do “quorum sensing”; e inibem a formagdo e manutencdo dos

biofilmes sem promover a morte dos patdégenos, diminuindo a
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possibilidade de desenvolvimento de resisténcia por parte das bactérias
(MUSK; HERGENROTHER, 2006; PIMENTA et al., 2013; PEREIRA
et al., 2014). Uma classe de compostos que desempenha este papel é o
grupo das furanonas halogenadas naturais, isoladas da alga vermelha
Delisea pulchra, que demonstraram atividade inibitoria contra a formacéo
de biofilme em Escherichia coli, Bacillus subtilis e Pseudomonas
aeruginosa (REN; SIMS; WOOD, 2001; REN; SIMS; WOOD, 2002;
MANEFIELD et al., 2002; HENTZER et al., 2002; HENTZER et al.,
2003). A dificuldade na obtencdo das furanonas naturais e sua alta
citotoxicidade estimularam o desenvolvimento de compostos analogos
sintéticos, com estrutura quimica semelhante, e que também atuam como
potenciais inibidores de biofilme; dentre eles, as lactamas (HE et al.,
2012; PEREIRA et al., 2014).

Além das lactamas, as nanoparticulas de prata (NPAg) vém
sendo utilizadas como alternativa aos antibidticos tradicionais, na
nanoquimica e nanoengenharia médica e farmacéutica, bem como nas
industrias alimenticia e téxtil, com o objetivo de limitar o crescimento
bacteriano (CHOPRA, 2007; VIGNESHWARAN et al., 2007), prevenir
a colonizagdo 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).
As NPAg mostraram-se efetivas como curativos na reducdo de infecgdes
microbianas da pele, do tecido 6sseo e em feridas; atuando de maneira
local e diminuindo o periodo de administracdo de antibi6ticos sistémicos
(ULKUR et al., 2005). E sabido que as nanoparticulas de prata atuam em

um amplo espectro bacteriano, incluindo bactérias gram-positivas e gram-
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negativas, mas 0s mecanismos de acdo através dos quais exercem a sua
atividade ndo 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 a¢do
antimicrobiana das NPAg. (STEVENS et al., 2009; MARTINEZ-
GUTIERREZ et al., 2010; PARK et al., 2013). Estas nanoparticulas
apresentam grande solubilidade e reatividade quimica e, por isso, existe
uma preocupacdo geral com a toxicidade e a seguranca na administracdo
em suas diversas formas (PARK et al., 2011).

Um recente trabalho deste grupo de pesquisa demonstrou, in
vitro, altos niveis de viabilidade celular quando o PLGA + Hidroxiapatita
foi incorporado com antibiofilmes - trés tipos de lactamas e
nanoparticulas de prata. Todos os compostos reduziram o biofilme em
mais de 99% e apresentaram porcentagens de sobrevivéncia celular que
viabilizam sua utilizagdo (PEREIRA-NETO, 2013). A incorporagdo de
nanoparticulas de prata (NPAg) ao PLGA ja havia demonstrado reduzir
fortemente o crescimento bacteriano. Em baixas concentragdes, algumas
nanoparticulas foram capazes de induzir mudancas morfoldgicas na
superficie de polimeros e afetar a molhabilidade e rugosidade do mesmo,
influenciando no processo de adesdo bacteriana e prevenindo a formagéo
de biofilme (LEE et al., 2006; FORTUNATI et al., 2007).

Neste contexto, somado ao fato de a principal intercorréncia nas
cirurgias regenerativas ser a contaminagdo da membrana - se exposta - 0
desenvolvimento de compostos capazes de inibir a formac&o de biofilmes
tornou-se excelente alternativa aos antibidticos convencionais. Esses

compostos inibidores da formacdo e manutencdo dos biofilmes
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promovem um efetivo combate as infeccdes microbianas, diminuindo a
possibilidade de desenvolvimento da resisténcia bacteriana (MUSK;
HERGENROTHER, 2006). A incorporacgdo de agentes antibiofilmes as
membranas absorviveis e sintéticas possui relevancia clinica
inquestionavel na odontologia, para prevenir infeccdes e melhorar a
previsibilidade das técnicas reconstrutivas de tecido dsseo. No entanto, a
revisdo de literatura realizada para este trabalho demonstrou divergéncias
guanto as implicacbes bioldgicas, em animais e humanos, da utilizacdo
destes antibiofilmes incorporados aos biomateriais empregados na

estimulacdo da regeneracdo dssea/tecidual.

OBJETIVO GERAL:

Avaliar a resposta inflamatdria promovida por Lactamas e
Nanoparticulas de prata incorporadas a membranas de PLGA e

implantadas no tecido subcutaneo de ratos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a) Awvaliar, histologicamente, a intensidade da resposta
inflamatéria gerada nos tecidos ao redor das membranas
implantadas.

b) Descrever e quantificar, por meio de escores, os eventos
teciduais correlacionados a inflamagdo encontrados nos
tecidos em contato com os materiais implantados.

c) Analisar a hemocompatibilidade dos materiais estudados.
37
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2 METODOLOGIA

Este projeto de pesquisa foi aprovado pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), sob o protocolo PP00920 (em anexo); e foi desenvolvido
juntamente com outros dois projetos de Iniciacdo Cientifica, um deles
com bolsa PIBITI - CNPq, intitulado “Avaliacdo da biocompatibilidade
das membranas absorviveis de PLGA+Lactamas e PLGA+
Nanoparticulas de prata em tecido subcutaneo de ratos - estudo in vivo”,
e 0 outro com bolsa PIBIC - CNPq, intitulado “Avaliacdo da toxicidade,
distribuicdo e acumulo das nanoparticulas de prata e lactamas em figado
e rim de ratos”.

Para a realizacdo do experimento foram utilizados 45 ratos
(Rattus norvegicus albinus - Wistar) provenientes do Biotério Central da
UFSC; sendo todos eles machos adultos jovens (08 semanas), pesando
aproximadamente 280 gramas e mantidos em gaiolas coletivas (05
animais por gaiola) higienizadas periodicamente, em uma sala com 20°C
(+/- 2°C), 60% (+/- 5%) de umidade e em ciclo claro/escuro de 12/12h.
Os experimentos se iniciaram ap6s um periodo de 03 dias de aclimatacéo,
e 0s animais foram alimentados ad libitum com dieta s6lida padréo e agua
durante todo o periodo do experimento.

Os animais, distribuidos aleatoriamente nos periodos
experimentais de 02, 07 e 30 dias (COSTA; HEBLING; SOUZA, 2005),
receberam membranas em quatro sitios no tecido subcutaneo da regido
dorsal. Em dois deles, todos os animais receberam as duas membranas

controle de colageno e de PLGA puro, enquanto nos sitios restantes os
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animais receberam dois dos seis tipos de membranas teste, que
correspondiam a quatro grupos de lactamas e dois de nanoparticulas de
prata, obedecendo a uma ordem pré-estabelecida para que houvesse
rotatividade das membranas pelas regides anatdmicas, de modo que cada
grupo controle totalizou um “n” de 15 animais e cada grupo teste um “n”
de 5 animais por periodo experimental, conforme distribuicdo abaixo

esquematizada:

e Grupo I: Colageno (n = 15 por periodo experimental).

e Grupo II: PLGA puro (n = 15 por periodo experimental).

e Grupo Ill: PLGA + Lac | (n = 5 por periodo experimental).

e Grupo IV: PLGA + Lac Il (n =5 por periodo experimental).

e Grupo V: PLGA + Lac lll (n =5 por periodo experimental).

e Grupo VI: PLGA + Lac IV (n = 5 por periodo experimental).

e Grupo VII: PLGA + NPAg I (n = 5 por periodo experimental).
e Grupo VIII: PLGA + NPAg Il (n =5 por periodo experimental).

As cirurgias foram realizadas no Laboratério de Neurobiologia
da Dor e da Inflamacdo — LANDI - do Programa de P6s-Graduagdo em
Neurociéncias do Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB) e as analises
foram realizadas no Laboratdrio de Citologia Clinica, no Laboratdrio de
Pds Graduagdo em Odontologia e no Centro de Ensino e Pesquisas em
Implantes Dentarios (CEPID), do Centro de Ciéncias da Salide (CCS),
Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC — Florianépolis - SC.

40



ANTIBIOFILMES TESTADOS

As lactamas utilizadas neste estudo foram sintetizadas pelo grupo
do Prof. Luiz Claudio A. Barbosa, do Departamento de Agroquimica, da
Universidade Federal de Vicosa, Minas Gerais (Fig. 1) e utilizadas na
concentracdo inibitéria minima (CIM) para a formacdo do biofilme,
proposta por Pimenta et al. (2003).

As NpAg utilizadas neste estudo foram fornecidas pela TNS
Nanotecnologia Ltda. (Floriandpolis, Brasil) e apresentavam-se como
uma dispersdo coloidal de prata metalica em meio aquoso, com pH de
aproximadamente 4,0, estabilizadas com moléculas organicas e
apresentando um tamanho médio de particulas de 10nm, variando de 5 a
20 nm.

Br

OLo

Figura 1: Lactamas 1,11,11l e IV, respectivamente.
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OBTENCAO E PREPARO DAS MEMBRANAS

As membranas de PLGA, incorporadas ou ndo com Lactamas e
NPAg, foram todas fabricadas no Nucleo de Pesquisa em Materiais
Ceramicos e Compdsitos (CERMAT), da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), a partir da técnica de evaporacdo do solvente. Esta
técnica consistiu na completa dissolugdo do copolimero de PLGA (82/18)
— PLG 8218 (Purasorb®, Corbion Purac — Amsterdam, Holanda) em
cloroférmio PA-ACS (CHCI3, LabSynth — Diadema, Brasil) a 10% m/v,
sob constante agitagdo & temperatura ambiente. A solucdo foi entdo
depositada em placas de vidro circulares e armazenadas em temperatura
ambiente até a completa evaporagdo do solvente. As membranas que
continham agentes antibiofilme receberam quantidades pré-estabelecidas
(concentragdo inibitéria minima para a formacdo do biofilme) das
substancias logo apds a completa dissolugdo do PLGA em cloroférmio, e
a solucdo foi depositadas em placas de vidro circulares, também
armazenadas em temperatura ambiente até a evaporagdo do solvente.

Ap06s o periodo de 48h para a completa evaporacdo do solvente,
as membranas foram cortadas com perfurador metélico (CiS®, Sertic —
Séo Paulo, Brasil) de modo a padroniza-las em discos de 6mm de
didmetro, enviados para esterilizacdo com radiacdo gama (CBE —
Unidade de Esterilizacdo Cotia Ltda. — Cotia, Brasil) (Figura 2). As
membranas de colageno (Bio-Gide®, Geistlich — Wolhusen, Suica) foram
cortadas ainda estéreis, com punch cirdrgico de 6mm (ABC Instrumentos

cirtrgicos Ltda. — S&o Paulo, Brasil), previamente esterilizado.
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Figura 2: Confec¢dio das membranas. Discos de membranas com 6 mm de diGmetro
(da esquerda para a direita: Coldgeno, PLGA puro, PLGA + Lactama I, PLGA + Lactama
I, PLGA + Lactama Ill, PLGA + Lactama IV, PLGA + NpAg | e PLGA + NpAg Il).

PROCEDIMENTO CIRURGICO

Apdbs pesagem e anestesia por via intraperitoneal com uma
combinacdo de 90 mg/kg de cloridrato de ketamina 10% (Quetamina®,
Vetecia — S8o0 Paulo, Brasil) e 10 mg/kg cloridrato de xilazina 2%
(Dopaser®, Calier S.A. — Barcelona, Espanha), a regido dorsal dos
animais foi tricotomizada e a antissepsia realizada com algodédo embebido
em solucdo de iodopovidine (Povidine®, Johnson & Johnson - Sdo Paulo,
Brasil). As quatro incisfes cutaneas (2 cm) foram realizadas a partir de
uma guia em acetato, longitudinalmente, com cabo e lamina de bisturi
n°15 (Swann-Morton®, Surgical Blades — Inglaterra), de modo a se obter
lojas cirdrgicas individuais distantes 2 cm entre si, para evitar a
movimentacdo dos implantes. Todas as membranas, com 6mm de
didmetro, foram inseridas com a ajuda de uma pinca clinica n°3 em lojas
subcutaneas, a uma profundidade de 2 mm, logo ap6s a inciséo e divulsdo

dos tecidos com tesoura de ponta romba. Suturas em Nylon 5-0 (Ethicon®,
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Johnson&Johnson - S&o Paulo, Brasil) foram realizadas para coaptagdo
dos bordos da ferida (Figura 3).

Os animais foram monitorados até a recuperacdo da anestesia e
realocados em suas gaiolas. Visitas diarias foram realizadas para troca da
maravalha, reposicao de 4gua e comida e para observagdo e tratamento de

quaisquer intercorréncias.

COLETA DAS AMOSTRAS DE TECIDO SUBCUTANEO

Para analise da evolugdo do processo inflamatorio, ao final dos
periodos de 2, 7 e 30 dias pés-operatérios (COSTA; HEBLING; SOUZA,
2005), os animais foram novamente anestesiados e tricotomizados
conforme técnica previamente descrita. Bidpsias excisionais cuidadosas
da éarea de implantacdo das membranas, com suficiente margem de
seguranca, foram realizadas com uma tesoura a fim de manter o tecido
reacional em contato com o material. Todas as amostras foram
armazenadas em cassetes individuais e imersas em solucdo de formol

tamponado a 10% para fixacéo e posterior processamento.
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Figura 3: Procedimento Cirurgico. A) Regido dorsal apés tricotomia e antissepsia; B)
Guia de acetato posicionada; C) Delimitagdo das lojas cirurgicas; D) Incisdo; E)
Divulsdo; F) Inser¢do do disco de membrana (subcutdneo); G e H) Sutura.
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COLETA/ANALISE DAS AMOSTRAS SERICAS

Para a andlise sérica da resposta inflamatoria a implantacéo dos
antibiofilmes testados, foram coletadas amostras de sangue, via pungao
intracardiaca, de todos os animais apds cada periodo experimental, que
foram armazenadas em tubos para coleta de sangue (BD Vacutainer® -
Nova Jersey, Estados Unidos) contendo solugdo anticoagulante de
EDTA, mantidos a -20°C, e enviados em até 24h para um laboratério
especializado na analise de amostras animais (Pet Labor Exames
Veterinarios — Floriandpolis, Brasil). No momento do rompimento do
diafragma para acesso ao cora¢do e execucdo da puncéo intracardiaca, foi

provocada a eutanasia dos animais.

Para analise da hemocompatibilidade dos materiais testados, 0s
resultados do hemograma completo de cada animal, e principalmente o
leucograma, foram comparados estatisticamente ao de um Unico animal

controle, saudavel e que nao passou por procedimento cirirgico.

Parametros Séricos Adotados

Hemograma Completo:

RBC (Red Blood Cells): contagem de hemaécias;

HGB: dosagem de hemoglobina;

HCT: hematécrito (percentual de heméacias no sangue);

VCM: volume corpuscular médio (tamanho das hemécias);
HCM: hemoglobina corpuscular media (peso de hemoglobina

nas hemacias);
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CHC: concentracao de hemoglobina corpuscular (nas hemécias);
RDW (Red Cell Distribution Width): indice de anisocitose
(diferenca de tamanho entre as hemécias);

PLT: contagem de plaquetas;

WBC (White Blood Cells): contagem de leucdcitos;

SEG: contagem de neutrofilos segmentados (maduros);

LIN: contagem de linfécitos;

EOS: contagem de eosindfilos;

MON: contagem de mondcitos.

PROCESSAMENTO E ANALISE HISTOLOGICA DAS AMOSTRAS
DE TECIDO

As pecas fixadas em formol a 10% tamponado por 48h foram
processadas utilizando-se um processador automatico de tecidos —
histotécnico (OMA DM-20, OMA Equipamentos para Laboratérios Ltda.
— Séo Paulo - Brasil), no qual foram desidratadas em banhos sequenciais
em cadeias crescentes de etanol (70%, 90% e 100%), diafanizadas em
xilol I, 1l e Il e impregnadas em parafina a 65°C (I e II). Ap6s o
processamento, cada amostra foi seccionada ao meio e ambas as pegas
foram incluidas em parafina. Dos blocos de parafina contendo as pegas
foram obtidos cortes seriados de 5 um de espessura, com 0 auxilio de um
micrétomo, montados em Iaminas de vidro previamente limpas e corados
com hematoxilina-eosina (HE) para a analise histolégica.

Os cortes histologicos foram examinados em microscopio de luz

comum, nos aumentos de 50X, 100X e 400X, sendo percorrida toda a
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extensdo do corte para analise da implantagdo das membranas. As
caracteristicas histoldgicas do tecido em contato com o material foram
analisadas descritivamente por dois observadores previamente calibrados
e, posteriormente, foi realizada uma andlise semi-quantitativa segundo os
parametros de biocompatibilidade. Os examinadores realizaram o teste
Kappa para avaliar a confiabilidade das analises e a concordancia inter
examinadores (Tabela 1). As analises foram feitas de acordo com a norma
ABNT NBR ISO 10993-1, que diz respeito & avaliacdo bioldgica de

produtos para a salde.

Tabela 1: indice Kappa Inter examinadores e critérios de classificagdo dos niveis de
concorddncia do coeficiente Kappa para cada varidvel estudada.

o Coeficiente Kappa )
Variaveis ] Nivel de Concordancia
(Inter Examinadores)
Pl 0,77 Substancial
Ml 0,85 Quase Perfeito
TC 1,00 Quase Perfeito
EC 1,00 Quase Perfeito
MAC 0,74 Substancial
CGMN 1,00 Quase Perfeito
NEOV 1,00 Quase Perfeito
NECR 1,00 Quase Perfeito

P1: Processo Inflamatério; MI: Magnitude do infiltrado inflamatério; TC: Tipo da Capsula; EC:
Espessura da Capsula; MAC: Macrdfagos; CGMN: Células Gigantes Multinucleadas; NEOV:

Neovascularizacdo; NECR: Necrose.
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As andlises histoldgicas descritivas consideraram a presenga de
processo inflamatorio, sua classificagdo quanto ao tipo predominante de
células e magnitude; a presenca de capsula de tecido conjuntivo (area
reacional adjacente ao material implantado), sua definicdo, suas
caracteristicas e sua espessura; a presenca ou auséncia de células gigantes
multinucleadas, macr6fagos, necrose e a neoformacdo de vasos
sanguineos. Para a analise semi-quantitativa, 0s seguintes parametros de
biocompatibilidade postos na forma de escores foram adotados
(BORTOLUZZI, 2005; BOSIO, 2014):

Parametros Microscopicos Adotados

Quanto ao Tipo de Processo Inflamatério Predominante (PI):

Ausente/Inexpressivo.
Agudo.

Cronico.

Misto.

w np 2o

Quanto a Magnitude do Infiltrado Inflamatério (MI):

0. Ausente/Escasso: 0 a 10 células inflamatorias por campo
(Figura 4A).

1. Leve: 11 a 25 células inflamatérias por campo (Figura 4B).

2. Moderado: 26 a 50 células inflamatérias por campo (Figura
4C).
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3. Intenso: acima de 50 células inflamatdrias por campo (Figura
4D).

Figura 4: Parédmetros adotados quanto a magnitude do infiltrado inflamatdrio na
drea de tecido conjuntivo reacional (HE - 40X). A) Escasso; B) Leve; C) Moderado e
D) Intenso. Asterisco (*): fibroblastos maduros em cdpsula organizada. Setas:
células inflamatdrias.

Quanto ao tipo de Cépsula (TC):

1. Tecido de Granulago: tecido conjuntivo com predominio de
celularidade  (células inflamatérias e  proliferacdo
fibroblastica) e vascularizagdo.

2. Fibrosa Densa: tecido conjuntivo com predominio de fibras
colagenas bem organizadas e pouca celularidade.

3. Intermediaria: tecido conjuntivo com presenca de fibras

coldgenas em estagio inicial de organizacdo e moderada
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celularidade, composta principalmente por fibroblastos

jovens.
Quanto a espessura da Capsula (EC):

0. Indefinida.

1. Fina (Figura 5B).

2. Espessa (Figura 5A).
3

Intermediaria (Figura 5C).

Figura 5: Par@metros adotados quanto a espessura de cdpsula (HE — 10X): A)
Espessa; B) Fina; C) Intermedidria.

Quanto a presenca de Macrofagos (MAC):

0. Ausentes.
1. Presentes.

Quanto a presenca de Células Gigantes Multinucleadas
(CGMN):

0. Ausentes.

1. Presentes.
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Quanto a presenca de Neovasculariza¢do (NEOV):

0. Ausente.
1. Presente.

Quanto a presenca de Necrose (NECR):

0. Ausente.

1. Presente.

ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

A analise descritiva dos dados realizada previamente mostrou
muita similaridade na resposta inflamatéria entre as classes de
antibiofilmes testados; os quatro tipos de lactamas e os dois tipos de
nanoparticulas de prata apresentaram respostas bastante semelhantes
entre si em cada periodo experimental, 0 que permitiu que para a analise
semi-quantitativa das varidveis histoldgicas, todas as lactamas fossem
agrupadas entre si, bem como as nanoparticulas entre si, totalizando
quatro grandes grupos (Colageno, PLGA, PLGA+Lactamas e
PLGA+NpAQ), para aumentar a representatividade da amostra e permitir
uma analise estatistica adequada.

Os dados foram coletados, digitados na forma de escores em uma
planilha Excel® e exportados para o software SPSS 20.0®. Foram
realizadas as analises descritivas, médias e desvios para as variaveis
guantitativas e distribuicdo de porcentagens para as variaveis qualitativas.

Para verificar a associacdo entre os biomateriais e as demais variaveis
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qualitativas estudadas, foi utilizado o teste qui-quadrado de Pearson ou
Exato de Fischer, que foram entdo correlacionadas aos periodos
experimentais pelo Teste ndo-paramétrico de Spearman. Para as variaveis
referentes aos parametros séricos, foi utilizado o teste ANOVA a fim de
verificar se houve diferenca estatisticamente significante entre as
variaveis testadas e o controle, e o Teste de Tukey para verificar onde esta
diferenca ocorreu. Para testar a homogeneidade dos dados, foi utilizado o
teste de Levene. Consideraram-se significativos os valores de 0=0,05, ou

seja, nivel de significancia de no minimo 5%.
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3 RESULTADOS

Coléageno

Apobs a analise estatistica dos dados, observou-se que para o
grupo controle de colageno, ao periodo experimental de 2 dias (Tabela 2),
havia predominancia de infiltrado inflamatorio cronico de leve a
moderado e capsula conjuntiva de espessura indefinida constituida por
tecido de granulagdo, passando, aos 7 dias (Tabela 3), a um infiltrado
inflamatdrio crénico inexpressivo em 60% das amostras, sendo de
discreto a leve no restante delas. A cédpsula conjuntiva proxima ao
material implantado apresentou uma maior organizacdo das fibras, no
entanto, ndo foi possivel definir exatamente sua espessura (0 tecido
reacional se fundia ao tecido conjuntivo adjacente), sendo que este dado
apresentou significancia estatistica (p<0,0001) em relacdo aos demais
grupos testados. Aos 30 dias (Tabela 4), o infiltrado inflamatério crénico
foi intenso em 50% dos casos (p<0,0001), com presenca de capsula
conjuntiva do tipo intermediaria (50%) a fibrosa (33%). Macréfagos e
CGMN estavam ausentes em quase todas as amostras aos 2 e 7 dias,
entretanto, aos 30 dias, estavam presentes em 83 e 67% das amostras,
respectivamente, e localizavam-se principalmente na area da membrana
implantada, que neste periodo ja se apresentava bastante degradada
microscopicamente e ndo era mais visivel clinicamente. Estes dados
foram estatisticamente significantes (p<0,0001) em relagdo aos demais

grupos testados.
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PLGA

O grupo controle de PLGA puro, sem a incorporacdo de
antibiofilmes, apresentou boa evolucéo da resposta inflamatéria. Aos 2
dias, o infiltrado inflamatério se mostrou agudo em 36% das amostras e
crénico em 43% delas, sendo de intensidade leve a moderada. A capsula
conjuntiva apresentou constituicao intermediaria (tecido conjuntivo com
fibras colagenas em estagio inicial de organizacdo e moderada presenca
de células, principalmente fibroblastos jovens) em 64% das amostras —
p<0,05 em relagdo aos demais grupos testados. Aos 7 dias, houve uma
evolucgdo do processo inflamatério, apresentando-se predominantemente
cronico, de intensidade discreta a leve (50% das amostras). Em quase
todas as amostras, houve presenca de cépsula conjuntiva de tipo e
espessura intermediarias, 0 que se manteve para o periodo de 30 dias em
todas as amostras, que também apresentaram um infiltrado inflamatério
crénico leve. Outro dado que mostrou boa evolucdo do processo
inflamatdrio foi a presenca de macréfagos, que aos 2 dias foi observada
em 50% das amostras (p<0,05 em relagdo aos demais grupos), caindo para
8 e 27% das amostras, aos 7 e 30 dias, respectivamente. A presenca de
CGMN ndo foi expressiva para este grupo, e a presenga de

neovascularizacdo foi observada em quase todas as amostras.

PLGA+Lactamas

O grupo de membranas que recebeu as lactamas como
antibiofilme também apresentou boa evolucdo do processo inflamatério.
Aos 2 dias, este se mostrou crénico em 53% das amostras, sendo de

intensidade leve a moderada, 0 que se manteve aos 7 dias, e
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predominantemente leve aos 30 dias. A capsula conjuntiva se apresentou
indefinida em 63% das amostras e constituida por tecido de granulagdo
em 79% das amostras aos 2 dias, evoluindo para uma capsula definida de
tipo e espessura intermedidrias aos 7 dias e fina em 50% das amostras aos
30 dias (p<0,0001). Macr6fagos e CGMN estavam ausentes em quase
todas as amostras aos 2, 7 e 30 dias e houve presenca de
neovascularizagdo em praticamente todas as amostras nos trés periodos

experimentais.

PLGA+NpAg

O grupo que recebeu nanoparticulas de prata como agente
antibiofilme mostrou excelente evolucdo do processo inflamatdrio. Aos 2
dias, o infiltrado inflamatério se mostrou crénico, de intensidade
moderada a intensa (55% das amostras), evoluindo para uma intensidade
de leve a moderada (50%) aos 7 dias e se tornando inexpressivo em 45%
das amostras, com intensidade de discreta a leve, aos 30 dias. Capsula
conjuntiva espessa em 55% das amostras e constituida por tecido de
granulacdo aos 2 dias, se tornando de espessura e tipo intermediarios aos
7 dias e apresentando-se fina em 11% das amostras aos 30 dias.
Macrofagos e CGMN ausentes em praticamente todas as amostras em
todos os periodos e neovascularizacao presente em 67% das amostras aos
2 dias e em todas as amostras aos 7 e 30 dias.

Nao foi verificada presenca de necrose em nenhuma das

amostras, em nenhum dos periodos experimentais.

A correlacdo entre as varidveis (Tabela 5) ndo se mostrou

significativa quando o tipo de biomaterial foi confrontado com todas as
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outras varidveis. Ja quando o tempo foi a varidvel analisada, houve
correlacdo positiva para o tipo e a espessura da capsula, células gigantes
multinucleadas e neovascularizacdo, ou seja, quanto maior o periodo
experimental, mais a capsula se aproximava da espessura e do tipo
intermediarios e mais apresentava CGMN e neovascularizagdo; para a
magnitude do infiltrado a correlacdo foi negativa, ou seja, a intensidade
do infiltrado inflamatério diminuiu ao longo do tempo. A variavel
processo inflamatdrio teve uma correlagéo positiva com a magnitude do
infiltrado, que por sua vez apresentou correlacdo positiva com a presenca
de macrofagos e negativa com o tipo de capsula — quanto maior a
magnitude do infiltrado, maior a ocorréncia de tecido de granulacdo. A
espessura da capsula apresentou correlacéo positiva com o tipo de capsula
(em geral quando a capsula se apresentava de espessura intermediaria, era
também do tipo intermediario, com celularidade marcante em meio as
fibras colagenas em organizagdo). Por fim, quando confrontadas as duas
variaveis, macréfagos sempre estavam presentes onde houve presenca de
células gigantes multinucleadas

Para os dados séricos (Tabela 6), nota-se que os indices do
eritrograma mostraram diferenca estatistica apenas para o volume
corpuscular médio (VCM), significativamente elevado aos 2 e 7 dias,
retornando & normalidade aos 30dias; denotando aumento reversivel no
volume das hemacias (hemacias macrociticas) no periodo inicial do
experimento. O indice RDW, que se refere & diferenca de tamanho entre
as hemacias, elevou-se ligeiramente aos 2 dias, mas manteve-se
significativamente elevado dos 7 até os 30 dias; o que denota

irregularidade no tamanho das hemécias e pode indicar uma caréncia de
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ferro devido a hemorragia causada pelo procedimento cirdrgico. Para a
concentracdo de plaquetas, houve um significativo aumento nos 2
primeiros dias, atingindo seu pico aos 7 dias (p<0,013) e reduzindo
significativamente aos 30 dias, conforme o esperado no processo de
reparo da ferida.

Ja para os indices do leucograma (Tabela 6), todos mostraram
alteragdo significativa, compativel com a resposta inflamatéria gerada por
um procedimento cirdrgico. No entanto, ndo houve alteracdo que fosse
persistente ou exacerbada ao ponto de ser atribuida a uma toxicidade
sisttmica dos antibiofilmes testados. O nimero de leucdcitos totais teve
seu pico aos 7 dias (p<0,001), reduzindo novamente aos 30, quando
atingiu niveis préximos aos de 2 dias. Para o indice de neutrofilos
segmentados, houve significativa e gradativa reducdo para todos os
periodos experimentais. Como esperado, aos 2 dias houve 0 pico maximo
da concentragdo de eosinofilos (p<0,001), que reduziu dos 7 aos 30 dias
sem, no entanto, apresentar uma significancia estatistica; e os linfocitos,
gue tiveram significativo aumento aos dois dias, mas gradativamente
atingiram sua concentracdo maxima aos 30 dias. Os niveis de monécitos
tiveram aumento gradativo até os 7 dias, e aos 30 dias reduziram

significativamente a valores préximos ao do animal controle.
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Tabela 2: Frequéncia e associagdo das caracteristicas do processo inflamatério com
os grupos estudados para o periodo experimental de 2 dias.

| Periodo de 2 dias

Coléageno PLGA PLGA+Lact | PLGA+NpAg | P valor*
n % n % n % n %
Pl 0,370
Inexpressivo 0 0,0% 1 100,00 O 00% O 0,0%
Agudo 4 308% 5 385% 4 308% O 0,0%
Crbnico 10 303% 6 182% 10 303% 7 21,2%
Misto 1 100% 2 200% 5 500% 2 20,0%
M 0,363
Discreto 0 00% 1 1000% O 00% O 0,0%
Leve 8 381% 5 238% 7 333% 1 4,8%
Moderado 5 250% 5 250% 7 350%n 3 15,0%
Intenso 2 133% 3 200% 5 333% 5 33,3%
MAC 0,002
Ausentes 15 319% 7 149% 16 340% 9 19,1%
Presentes 0 00 7 700% 3 300% O 0,0%
NEOV 0,302
Ausente 1 125% 2 250% 2 250% 3 37,5%
Presente 14 286% 12 245% 17 347% 6 12,2%
TC 0,002
Tec.Granul. 14 333% 5 119% 15 357% 8 19,0%
Intermedidrio 1 6,7% 9 600% 4 267% 1 6,7%
EC 0,004
Indefinida 13 406% 3 94% 12 375% 4 12,5%
Fina 0 00% 1 1000% O 00% O 0,0%
Espessa 2 154% 4 30,8% 2 154% 5 38,5%
Intermedidria. 0 00% 6 545% 5 455% O 0,0%

*Teste qui-quadrado de Pearson. Valor de p em negrito indica significancia estatistica
para a<0,05. PI: Processo Inflamatério; MI: Magnitude do infiltrado inflamatério;
MAC: Macréfagos; NEOV: Neovascularizagdo; TC: Tipo da Capsula; EC: Espessura
da Capsula.
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Tabela 3: Frequéncia e associagdo das caracteristicas do processo inflamatério com
os grupos estudados para o periodo experimental de 7 dias.

Periodo de 7 dias

Coléageno PLGA PLGA+Lact | PLGA+NpAg | P valor*
n % n % n % n %

Pl 0,534
Inexpressivo 6 375% 4 25,0% 4 25,0% 2 12,5%

Cronico 9 220% 8 195% 16  39,0% 8 19,5%

M 0,239
Discreto 8 444% 4 22,2% 4 22,2% 2 11,1%

Leve 5 227% 6 27,3% 8 36,4% 3 13,6%

Moderado 2 133% 2 13,3% 6 40,0% 5 33,3%

Intenso 0 0,0% 0 0,0% 2 1000% O 0,0%

MAC 0,269
Ausentes 15 30,0% 11 220% 16 32,0% 8 16,0%

Presentes 0 0,0% 1 14,3% 4 57,1% 2 28,6%

CGMN 0,961
Ausentes 14 264% 11 208% 19 358% 9 17,0%

Presentes 1 250% 1 25,0% 1 25,0% 1 25,0%

NEOV 0,280
Ausente 0 0,0% 0 0,0% 2 1000% O 0,0%

Presente 15 273% 12 218% 18 32,7% 10 18,2%

TC 0,394
Tec. Granul. 3 600% O 0,0% 2 40,0% 0 0,0%

Tec. Fibroso 0 0,0% 1 1000% O 0,0% 0 0,0%
Intermediario 12 235% 11 216% 18 353% 10 19,6%

EC <0,0001
Indefinida 12 80,0 O 0,0% 3 20,0% 0 0,0%

Fina 0 0,0% 4 36,4% 5 45,5% 2 18,2%

Intermedidria 3 97% 8 258% 12 38,7% 8 25,8%

*Teste qui-quadrado de Pearson. Valor de p em negrito indica significancia estatistica
para a<0,05. PI: Processo Inflamatério; MI: Magnitude do infiltrado inflamatério;
MAC: Macrofagos; CGMN: Células Gigantes Multinucleadas; NEOV:
Neovascularizagdo; TC: Tipo da Cépsula; EC: Espessura da Capsula.
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Tabela 4: Frequéncia e associagdo das caracteristicas do processo inflamatorio com

os grupos estudados para o periodo experimental de 30 dias.

Periodo de 30 dias

Coléageno PLGA PLGA+Lact | PLGA+NpAg | P valor*

n % n % n % n %
Pl 0,024
Inexpressivo 0 0,0% 1 125% 3 37,5% 4 50,0%
Cronico 12 250% 14 292% 17 354% 5 10,4%
M <0,0001
Discreto 1 9,1% 3 273% 3 27,3% 4 36,4%
Leve 4 133% 12 400% 10 333% 4  133%
Moderado 1 111% 0 00% 7 778% 1  11,1%
Intenso 6 1000% 0 00% O 00% 0  00%
MAC <0,0001
Ausentes 2 5,3% 11 289% 16 42,1% 9 23,7%
Presentes 10 55,6% 4 222% 4 22,2% 0 0,0%
CGMN <0,0001
Ausentes 4 8,9% 15 333% 19 422% 7 15,6%
Presentes 8 72,7% 0 0,0% 1 9,1% 2 18,2%
TC <0,0001
Tec. Granul. 2 100,0% O 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
Tec. Fibroso 4 1000% O 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
Intermediario 6  120% 15 300% 20 400% 9  180%
EC <0,0001
Indefinida 0 0,0% 0 0,0% 1 100,0% O 0,0%
Fina 3 214% 0 00% 10 714% 1 7,1%
Espessa 1 1000% 0 00% O 00% O 0,0%

8 200% 15 375% 9 22,5% 8 20,0%

Intermediaria

*Teste qui-quadrado de Pearson. Valor de p em negrito indica significancia estatistica
para a<0,05. PI: Processo Inflamatério; MI: Magnitude do infiltrado inflamatério;
MAC: Macréfagos; CGMN: Células Gigantes Multinucleadas; TC: Tipo da Cépsula;
EC: Espessura da Cépsula.
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Tabela 5: Teste nGo-paramétrico de Spearman para verificar a correlagdo entre as varidveis.

| BIoM [TEMPO] PI | MI | TCc | EC | MAC | CGMNs | NEOV
Blom  '=L000
r=0,030  r=1,000
TEMPO 606 .
. r=0,064 r=-0,075 r=1,000
p=0,403  p=0,330 :
M r=0,092 r=-0,306 r=0,577  r=1,000
p=0,229 p<0,001 p<0,001 .
TC r=0,149  r=0,556 r=-0,192 r=-0,369 r=1,000
p=0,053 p<0,001 p=0,012 p<0,001 .
EC r=0,195 r=0,460 r=-0,069 r=-0,125 r=0,376  r=1,000
p=0,011 p<0,001 p=0,373 p=0,105 p<0,001 .
MAC =0.143 r=0146 r=0042 r=0,236 r=-0066 r=0135 r=1,000
p=0,062 p=0,057 p=0,584 p=0,002 p=0,391 p=0,078 .
comN  F0.145  r=0282  r=0066 r=0,137 r=0032 r=0129 r=0303  r=1,000
p=0,059 p<0,001 p=0,393 p=0,075 p=0,681 p=0,094 p<0,001 .
NEoy =013 r=0244  r=0075 r=-0,017 r=0041 r=-0005 r=0065 r=0,078  r=1,000

p=0,141 p<0,001 p=0,331 p=0,829 p=0,589 p=0,949 p=0,396 p=0,313
Valor de p em negrito indica significancia estatistica para a<0,05. BIOM: Biomaterial; PIl: Processo Inflamatério; MI: Magnitude do
infiltrado inflamatorio; TC: Tipo da Cépsula; EC: Espessura da Cépsula; MAC: Macréfagos; CGMN: Células Gigantes Multinucleadas;
NEOV: Neovascularizagéo.
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Tabela 6: Médias e desvios-padrdo dos pardmetros séricos de acordo com os grupos
estudados, e o detalhamento estatistico pelo teste Tukey HSD.

Controle 2 dias 7 dias 30 dias
X+DP X+DP X1DP X+DP
RBC 9,09+ 0,012 8,02+0,332 8,19+2,322 8,31+0,372

HGB 15,30 0,012 15,09+0,612 15,59+ 4,318 15,42+0,60 @
HCT 42,00+ 0,017 42,331,752 45,20+£2,00 2 44,13+12,362
VCM 46,00 0,012 52,80+1,52b 55,27+1,28° 49,60+18,762
HCM 17,00 £0,012 18,67+0,722 19,070,452 17,33+4,822
CHC 36,000,012 35,600,502 34,53+0,64 2 32,609,032
RDW 12,000,012 13,20+ 0,86 14,80+ 0,41° 14,13 £3,94°
PLT 767,00£0,012 1321,33+153,0° 1419,80+126,3° 965,33+279,58¢
WBC 2,70+£0,012 3,9542,16 % 8,19+2,98 ¢ 5,19+2,355
Seg 39,00+0,012 30,40+7,38° 25,47+ 3,54° 18,47+5,744
Lin 58,00+0,01° 65,07+7,17% 69,733,990 71,80+20,01 P
Eos 0,00+0,012 0,93+0,79° 0,87+0,74° 0,67+0,72°
Mon 3,00+0,01% 3,60+0,82 be 3,931£0,79 ¢ 2,400,822
Médias seguidas por letras mintsculas sobrescritas iguais, nas linhas, ndo diferem entre si pelo
teste Tukey HSD, ao nivel de significancia de 5%. RBC (Red Blood Cells): Hemécias; HGB:
Hemoglobina; HCT: Hematocrito; VCM: Volume corpuscular médio; HCM: Hemoglobina
corpuscular media; CHC: Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular; RDW (Red Cell
Distribution Width): Indice de anisocitose; PLT: plaquetas; WBC (White Blood Cells): Glébulos
brancos; Seg: neutro6filos segmentados; Lin: Linfécitos; Eos: Eosindfilos; Mon: Mondcitos.
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Figura 6: A) Coldgeno 2 dias (HE 400X) Processo inflamatdrio misto leve presente no
tecido circunjacente @ membrana e neoformagdo de vasos sanguineos (v). B) Coldgeno
7 dias (HE 400X) Processo inflamatdrio crénico escasso e cdpsula conjuntiva em
organizagdo com presenca de fibroblastos jovens (f) em meio as fibras mais
organizadas. C) Coldgeno 30 dias (HE 400X) Processo inflamatdrio crénico intenso na
drea de implantagdo da membrana e leve na cdpsula. D) PLGA 2 dias (HE 400X)
Processo inflamatério misto moderado e cdpsula conjuntiva com preseng¢a de
fibroblastos (f). E) PLGA 7 dias (HE 400X) Infiltrado inflamatdrio inexpressivo e cdpsula
conjuntiva bem organizada. F) PLGA 30 dias (HE 400X) Processo inflamatdrio crénico
escasso e capsula conjuntiva bem organizada, com presenga de fibroblastos (f) jovens
e maduros. * Areas de implantagdo da membrana. Setas: Células inflamatérias.

)

&
o A AL
o =
| [

65



drea de implantagdo proxima ao tecido muscular e cdpsula conjuntiva de tipo e
espessura intermedidrias. B) PLGA+Lactamas 7 dias (HE-400X) Processo inflamatdrio
crénico leve e cdpsula conjuntiva de tipo e espessura intermedidrias, com presenga de
fibroblastos jovens (f) em meio as fibras em organizagdo. C) PLGA+Lactamas 30 dias
(HE-400X) Processo inflamatdrio crénico discreto, com cdpsula conjuntiva de tipo e
espessura intermedidrias, com fibroblastos (f) em meio ds fibras mais organizadas. D)
PLGA+NpAg 2 dias (HE-400X) Processo inflamatdrio misto intenso e cdpsula
conjuntiva espessa composta por tecido de granulagéo. E) PLGA+NpAg 7 dias (HE-
400X) Infiltrado inflamatdrio inexpressivo e cdpsula conjuntiva de tipo e espessura
intermedidrias. F) PLGA+NpAg 30 dias (HE-400X) Processo inflamatdrio inexpressivo
e cdpsula conjuntiva de tipo intermedidrio, com presenga de fibroblastos (f) jovens e
maduros e neoformacdo de vasos sanguineos (v). * Areas de implantagéo da
membrana. Setas: Células inflamatorias.
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4 DISCUSSAO

Um biomaterial, qualquer dispositivo ndo-viavel introduzido no
organismo para exercer uma funcdo determinada e interagir com o mesmo
deve ser eficaz e biocompativel (TATAKIS; PROMSUDTHI; WIKESJO,
1999). O conceito de biocompatibilidade geralmente é associado a uma
interacdo favoravel do material com o hospedeiro, envolvendo uma
resposta inflamatdria local de baixa a média intensidade e transitdria, bem
€cOmo uma resposta imunogénica amena; as reacoes teciduais resultantes
da degradacao/reabsor¢do do material devem ser minimas e reversiveis e
ndo devem afetar o processo de regeneracdo (COOPERMAN;
MICHAELI, 1984; GOTLOW, 1993; SCHLEGEL, et al.,, 1997;
WILLIAMS, 2008; WILLIAMS, 2009).

Alguns dos meios para se avaliar a biocompatibilidade séo:
cultura  celular e citotoxicidade, implantagdo  subcuténea,
hemocompatibilidade, toxicidade sistémica, mutagenicidade,
sensibilizagdo e avaliacdo histoldgica da reacdo tecidual a curto e longo
prazo, segundo as normas técnicas internacionais, tais como a 1SO 10993
— Biological Evaluation of Medical Devices (TATAKIS;
PROMSUDTHI; WIKESJO, 1999; PEREIRA, 2008). O modelo animal
de pequeno porte ha muito é utilizado para estudos de biocompatibilidade,
pela facilidade de manuseio e similaridade com a resposta fisiologica
humana. Viabiliza a implantagao subcutanea do biomaterial, a andlise da
hemocompatibilidade e a andlise histolégica da reacdo tecidual
subsequente, de forma que seja possivel controlar as variaveis e a

dindmica do processo ao longo dos periodos experimentais.
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A fim de avaliar a biocompatibilidade através da reacdo tecidual
local, bem como a hemocompatibilidade dos materiais testados ao longo
de 02, 07 e 30 dias, neste estudo foram implantadas membranas
incorporadas com antibiofilmes na regido subcuténea do dorso de 45 ratos
adultos machos. Um outro estudo que analisara a toxicidade sistémica em
figado e rim ja esta sendo conduzido pelo mesmo grupo de pesquisa.

Segundo Abou Neel et al. (2013), os biomateriais de origem
natural/biol6gica seriam mais biocompativeis que os de origem sintética,
pelo fato de serem derivados principalmente do coldgeno, proteina mais
abundante no organismo; ao passo que 0s materiais sintéticos podem
apresentar residuos de fabricacdo ou a liberagdo de produtos durante o
processo de degradacdo que afetariam sua biocompatibilidade. Para
comprovar esta teoria é que optou-se pela utilizacdo de membranas de
colageno e de PLGA puro como materiais de controle, que foram
implantados em todos 0s animais testados, sem excecéo.

O coléageno foi o primeiro material de escolha como controle,
devido ao seu status de “padrao ouro”, pela facilidade de obtengéo,
manipulacdo e biocompatibilidade, foi extensamente estudado e tem um
perfil de resposta tecidual j& bastante conhecido em modelos animais e
humanos (COOPERMAN; MICHAELI, 1984; LUNDGREN et al., 1994;
SCHLEGEL et al., 1997; TATAKIS et al., 1999; BUNYARATAVEJ,
WANG, 2001; DONOS, KOSTOPOULOS & KARRING, 2002; ABOU
NEEL et al., 2012). E a proteina estrutural mais abundante no tecido
conjuntivo e representa um terco do total de proteinas do corpo
(HUTMACHER; HURZELER; SCHLIEPHAKE, 1996).

68



Apesar disto, no presente estudo, 0 grupo controle de colageno
apresentou a pior evolucdo do processo inflamatorio dentro do periodo
estudado. Aos 7 dias predominava um infiltrado inflamatério
inexpressivo, mas aos 30 dias, metade das amostras apresentavam
infiltrado inflamatério intenso, com presenca expressiva de macréfagos e
CGMN na area de implantagdo da membrana, enquanto a capsula
conjuntiva se apresentou de tipo intermediaria a fibrosa e de espessura
intermediaria. Silveira, em 2012, avaliou em camundongos o padrao de
resposta tecidual e imunogenicidade da membrana de colageno de cortical
bovina (Gen Derm® - Baumer, Mogi Mirim, Brasil) e obteve evolucéo
semelhante a do presente estudo. Observou, aos 6 dias, esparsos sinais de
reabsorcdo da membrana, com formacédo de cépsula fibrosa e aos 12 e 15
dias, maior estagio de invasao e degradacéo, e significativamente maior
numero de células gigantes multinucleadas. Ao contrério dos achados de
Koslovski et al., em 2009, que testaram a biodegradagdo da Bio-Gide® na
calota craniana de ratos e notaram infiltrado crénico escasso na porcao
abaixo da membrana e proxima ao 0sso, mas ndo observaram sinais de
inflamag&o nem reacdo de corpo estranho na porgéo interna da membrana,
gue apresentava neovascularizacdo e invasao por fibroblastos aos 30 dias.

Microscopicamente, no presente estudo, era possivel localizar,
aos 30 dias, a &rea da membrana em todas as amostras consideradas
passiveis de analise, com nitidos sinais de degradacdo avancada e um
intenso processo de reabsorgdo destas membranas. No entanto, no
momento da coleta das amostras ndo era mais possivel observa-las
clinicamente (macroscopicamente) no local da sua implantagdo, o que

leva a crer que todo esse intenso processo inflamatorio se encaminharia
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para o reparo e regeneragdo completa dos tecidos se um periodo
experimental mais longo fosse adotado. Membranas de colageno ja
demonstraram sofrer reabsor¢do pelas vias de degradagdo enzimatica
(colagenases/ proteases), de enzimas derivadas de macrofagos e/ou
leucécitos polimorfonucleares e proteases bacterianas (HUTMACHER,;
HURZELER; SCHLIEPHAKE, 1996; TATAKIS; PROMSUDTHI;
WIKESJO, 1999; ROTHAMEL et al., 2004). Koslovski et al. obtiveram
uma taxa de 60% de reabsor¢do do material ao final do primeiro més de
estudo. Esta rdpida degradacdo das membranas de coldgeno pode
comprometer sua utilizacéo clinica e a quantidade de tecido neoformado
em um procedimento regenerativo (ABOU NEEL et al., 2013).

Como ndo foram encontrados registros na literatura de avaliagdo
da resposta inflamatoria in vivo aos agentes antibiofilmes utilizados neste
estudo, optou-se por comparar seus resultados aos materiais adotados
como controles. A evolucdo da resposta bioldgica das amostras de PLGA
foi muito diferente das amostras de colageno, entdo serdo confrontados
diretamente os dados de todas as amostras de PLGA, com e sem a
incorporacdo de antibiofilmes.

Aos 2 dias, nas amostras controle de PLGA sem a incorporagao
de agentes antibiofilme ainda se observava uma maior presenca de
infiltrado  inflamat6ério agudo, embora ndo significativa, e
significativamente mais macréfagos, diferentemente das amostras de
PLGA contendo antibiofilmes onde o infiltrado inflamatério era
predominantemente crénico (quase a totalidade das amostras de NpAg) e
0s macréfagos, ausentes. A cdpsula conjuntiva era composta por tecido

de granulacdo na maior parte das amostras de PLGA contendo
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antibiofilmes, enquanto nas amostras de PLGA ela se apresentava
constituida por tecido intermediario. Percebe-se um padrdo distinto na
resposta inflamatéria quando comparadas as amostras com a
incorporacdo de antibiofilmes as amostras sem a incorporacdo dos
mesmos.

Aos 30 dias, o infiltrado inflamatorio nas amostras de PLGA sem
a incorporagdo de biofilmes evoluiu para cronico leve e havia presenca de
macréfagos em um quarto das amostras; nas amostras contendo lactamas
ainda foi observado um infiltrado inflamat6rio crénico moderado,
enguanto nas amostras de NpAg ele ja era inexpressivo em quase metade
das amostras, predominantemente de discreto a leve. A capsula
conjuntiva era de tipo intermediario em todas as amostras, contendo ou
ndo antibiofilmes, e predominantemente de espessura intermediaria, se
apresentando fina em metade das amostras contendo lactamas. E sabido
gue uma reducdo gradual na espessura da capsula e sua conformagéo em
tecido conjuntivo fibroso denotam boa tolerdncia pelo organismo
(YALTIRIK et al., 2004), o que mostra uma evolugdo extremamente
positiva da resposta inflamatéria dos grupos testados em relacdo aos
grupos adotados como controle ao longo dos periodos experimentais.
Houve uma correlacdo negativa entre tempo e o infiltrado inflamatdrio
nas amostras testadas, uma diminui¢do da resposta inflamatdria ao longo
do tempo que denota a biocompatibilidade de todas as amostras testadas.

Lundgren et al., em 1995, testaram uma matriz de PLA
modificado e o compararam a uma membrana de poliglactina 910
(PLGA) em defeitos periodontais de macacos. Para a poliglactina, nas

porcdes das membranas integradas aos tecidos, ndo havia infiltrado
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inflamatdrio. Todas as membranas mostraram graus variados de
6 semanas. Em estudo com metodologia semelhante a nossa, com a
implantacdo de tela de poliglactina 910 em subcutaneo de camundongos,
Andretto e cols. observaram uma resposta bastante distinta, com presenga
de células gigantes e grande quantidade de mastécitos no 30° dia.
Relataram haver cronificagdo da reacdo de corpo estranho e absorc¢éo do
material implantado entre 0 14° e 30° dias.

Os polimeros derivados dos acidos polilatico e poliglicélico sdo
aplicados como biomaterial desde 1930 e ja foram extensamente
estudados na sua forma isolada ou como copolimero (PLGA), sendo que
ndo h4 uma relacéo linear entre a proporcdo de cido latico e glicdlico e
as propriedades fisicas/mecanicas de seus copolimeros (HUTMACHER;
HURZELER; SCHLIEPHAKE, 1996). Ignatius e Claes, em 1996,
testaram in vitro a biocompatibilidade do PLGA (90:10) e do PLDLA.
Ambos ndo demonstraram sinais de citotoxicidade, sugerindo
biocompatibilidade satisfatéria. Entretanto, a queda no pH decorrente de
sua degradacdo em produtos acidos seria responsavel por um aumento da
citotoxicidade (TAYLOR et al., 1994). Estas peculiaridades do polimero
utilizado neste estudo podem justificar as diferencas na resposta bioldgica
entre as membranas incorporadas ou ndo com agentes antibiofilmes, bem
como a observacdo de uma darea mais corada por hematoxilina na
extremidade da c&psula conjuntiva em contato com a area de implantagdo
da membrana em todas as amostras de PLGA. Esta coloracdo €
acidofilica, e pode evidenciar a queda do pH decorrente da degradacao do

polimero.
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As membranas derivadas dos acidos polilatico e poliglicélico,
sofrem uma degradagdo hidrofilica lenta. Neste estudo, no momento da
coleta das amostras e apds o processamento histolégico, todas as
membranas de PLGA - com ou sem a incorporacdo de antibiofilmes - se
mostraram quase integras, com alguma alteracdo em sua estrutura que as
tornaram mais opacas e mais fridveis; porém, a analise histoldgica, as
amostras estavam fragmentadas em todos 0s tempos experimentais,
provavelmente por estarem expostas ao xilol (solvente organico) durante
a sua coloracgdo, ja que as amostras foram seccionadas somente apés o
processamento histoldgico e antes da inclusdo em parafina. Hammerle,
em 2003, observou que membranas de PLA ndo mostravam sinais
evidentes de degradacéo apds 4 meses de implantagdo. Clinicamente, se
espera que uma membrana reabsorvivel ndo ultrapasse o tempo de 6
meses a 1 ano para degradacéo, para que esta ndo perca suas vantagens
em relacdo a membrana ndo-reabsorvivel e ndo atrapalhe a conduta
clinica subsequente.

Destaque especial deve-se dar para a conformacao tridimensional
de muitas das amostras de lactamas (sem especificidade quanto ao tipo
nem ao periodo experimental), que apds a implantac&o se enrolavam, ora
parcialmente, ora completamente, sobre seu proéprio eixo. Isto 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 p6). Para sua
aplicacdo clinica, esta particularidade requer a utilizacdo da membrana

juntamente com algum dispositivo de fixacdo da mesma, ja que um dos
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principais requisitos de uma membrana para uso em procedimentos
regenerativos é sua estabilidade dimensional em longo prazo.

O hemograma apresentou resultados compativeis com uma
resposta inflamatéria gerada por um procedimento cirdrgico quando
comparado ao animal controle, sem caracterizar resposta exacerbada nem
persisténcia sistémica do quadro inflamatério ao longo dos periodos
experimentais, o que denota a hemocompatibilidade de todos os materiais
utilizados. De modo geral, dentre as amostras de PLGA - incorporadas ou
ndo com antibiofilmes - todas mostraram boa evolu¢do do processo
inflamatdrio quando comparadas ao controle de colageno, a formagéo de
uma capsula conjuntiva bem organizada com a peculiaridade de ser
também bastante celularizada, composta principalmente de fibras
colagenas, grande nimero de fibroblastos jovens e pouco ou inexpressivo
infiltrado inflamatdrio ao final dos periodos experimentais. Sendo assim,
espera-se que os tecidos circunjacentes se mantenham inalterados durante
todo o periodo de cicatrizacdo até o término do processo de degradacdo
das membranas e completa regeneracdo dos tecidos. Dentre os agentes
antibiofilmes testados, ambos apresentaram igualmente uma excelente
evolugdo do processo inflamatério e uma resposta bioldgica favoravel a
sua aplicacdo clinica. Estudos adicionais no sentido de caracterizar
melhor suas propriedades e interagfes quimicas; bem como estudos a
longo prazo para avaliar sua degradacdo, quantificar as células
inflamatérias e presenga ou auséncia de quimiocinas e anticorpos
especificos sdo necessarios para esclarecer a cinética de interacdo com o
hospedeiro e estabelecer um protocolo definitivo de aplicacdo clinica dos

materiais testados.
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5 CONCLUSAO

Como conclusdo deste estudo, pode-se dizer que as amostras de
PLGA+Lactamas e PLGA+NpAg mostraram excelente evolugdo do
processo inflamatdrio, uma resposta inflamatoria amena e formacéo de
capsula conjuntiva mais organizada e fibrosa ao longo dos periodos
experimentais testados, caracteristicas de biocompatibilidade; bem como
uma resposta sistémica compativel com o procedimento cirdrgico e

caracteristica de hemocompatibilidade dos materiais utilizados.
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7 ANEXO A — Parecer da Comiss&o de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA - UFSC).

Resultado de Solicitagéo de Protocolo
Protocolo
PP00920
Titulo
AVALIAGAO 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

Consideracdes

Oficio n® 166/CEUA/PROPESQ/2014

Do: Presidente da Comiss&o 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 relagéo ao protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade a CEUA deliberou o seguinte:

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

- Procedéncia do animal: Biotério Central.

Por ocasi&o 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,

Relatorio Final previsto para (90 dias ap6s término da vigéncia do protocolo ou no
momento da apresentacdo de um novo protocolo)
Data 15/11/2015

Data 15/08/2014 A )
K/
1': 3 \Y| O(_,U A
Prof. Assoc. Carlos Rogério Tonussi, D.Sc.

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

Parecer(es):
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