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RESUMO

Objetivo: Avaliar a reacdo histoldgica provocada pelo hidrogel de polissacarideo de melago
de cana-de-acucar a 0,8%, implantado no espaco subcutaneo da orelha, couro cabeludo e dos
musculos da coxa de coelhos. Métodos: Foram estudados 15 animais distribuidos em trés
grupos: Grupo A, B e C com cinco animais cada. Foi implantado no subcutaneo 1,0ml de
hidrogel em treze regides de cada animal, uma na cabeca, quatro nas orelhas e oito nas coxas.
No sétimo, vigésimo primeiro e octogésimo quarto dias pos-implantes, respectivamente
grupos B, A e C, foram realizadas as coletas das treze regides. Resultados: Foi analisado um
total de 195 ladminas. A andlise histoldgica do grupo B (Ti1), demonstrou uma reagdo
inflamatdria aguda com predominio de neutrofilos e eosinofilos e pequeno infiltrado de
linfomononuclear e células gigantes. Foi evidenciada neoformacdo vascular com penetracdo
no hidrogel e formagdo de fina capsula de fibrose envolvendo os implantes. Os achados
histologicos do grupo A (T2), apresentou diminuicdo do infiltrado de PMN e pequeno
aumento do infiltrado de LMN e CG. No grupo C (Ts3), observou-se uma reducdo dos
infiltrados de PMN, LMN e de CG. Houve aumento da angiogénese no grupo C (T3) em
relagdo ao grupo A (T2) e a fibrose manteve-se estavel. Conclusdo: O hidrogel demonstrou
ser biocompativel, ndo foi observada reacdo granulomatosa, sinais de infec¢do ou extrusdo
nos sitios de implantacdo. Apresentou neoformacéo vascular que penetrou no hidrogel a partir
do 7° dia, comprovando a total integracdo aos trés tipos de tecidos. A formacéo capsular foi

de leve intensidade, reafirmando sua biocompatibilidade.

Palavras-chave: Biopolimero da cana de acgucar. Coelho. Histologia. Biocompatibilidade.

Tecidos biologicos.



ABSTRACT

Objective: To analyze the histological changes caused by the hydrogel of the sugar cane
molasses exopolysacchride 0.8%, when implanted in the subcutaneous of rabbits ears, in
subcutaneous of the scalp and in the subcutaneous of the thighs near the muscle. Methods:
Fifteen animals were studied and divided in three groups: A, B and C, each one with 5
animals. 1.0ml of the hydrogel was implanted in the subcutaneous of thirteen areas of each
animal: one in the head, four in the ears and eight in the thighs. Collects of the thirteen
regions from animals of groups B, A and C were respectively performed in the seventh,
twenty-first and eighty-fourth days after the implants. Results: In total, 195 slides were
collected. The histological findings in group B (T1) showed an acute inflammatory reaction
with a predominance of neutrophils and eosinophils and small infiltrate of
lymphomononuclear and giant cells. Neovascularization was noted penetrating the hydrogel
and creating a thin capsule of fibrosis, involving the implants. The histological findings in
group showed a decrease in PMN infiltration and a small increase of LMN and GC.
Regarding group C (T3), the results showed reduction in PMN infiltration, LMN and GC.
Compared to group A (T2), there was an increase in angiogenesis in group C (T3). Fibrosis
was stable. Conclusion: Appeared biocompatible, since it showed no sign of infection,
granulomatous reaction or extrusion on the implants areas, during the studied period. Capsular

formation was light, reaffirming the hydrogel biocompatibility.

Keywords: Sugarcane biopolymer. Rabbits. Histology. Biocompatibility. Biological tissues.
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INTRODUCAO

1.1 Apresentacdo do problema

A cirurgia pléstica utiliza diferentes materiais para correcdo de dismorfias anatomo
funcionais no corpo humano, como depressdes, ondulag@es e perda de substancia®”’.

O grande avanco tecnoldgico tem proporcionado o desenvolvimento de materiais
biocompativeis e estimulado pesquisas com o objetivo de desenvolver substancias capazes de
substituir varios tipos de tecidos'”. Existem diversos tipos de materiais para implantes,
classificados em autélogos e heterélogos, que podem ser sintéticos, naturais e mistos. O uso
destes preenchedores é chamado pela cirurgia plastica de “bioplastia”. Atualmente, 0s
biomateriais mais utilizados em humanos sio o &cido hialurdnico88(AH),
polimetilmetacrilato (PMMA)?>7 e o poliacrilamida.t83!

Em 1990, no Laboratério de Microbiologia Industrial da Estacdo Experimental de
cana-de-acucar de Carpina — Universidade Federal Rural de Pernambuco — EECAA-UFRPE,
foi identificada uma bactéria competitiva no processo de fermentacdo do melaco de cana-de-
acucar na producdo de alcool. A referida bactéria foi classificada no Departamento de
Antibiéticos da Universidade Federal de Pernambuco pelo Prof. Dr. José Otamar Falcdo de
Moraes como Zoogloea sp. Esta bactéria quando em contato com o0 melago de cana-de-acUcar
produz um exopolisacarideo, que apds tratamento em estado de pureza, permite a producéo de
diferentes produtos dependendo do seu estado de hidratacdo. Esses produtos constituidos,
apenas do polissacarideo é atoxico e biocompativel e vem sendo testado em diferentes estudos
experimentais®?®°, Essas investigacdes tém demonstrado ampla aplicagdo em suas diversas
formas de apresentagdo, como gel®*®*, tela®? e membrana®:374042-44.46.48-51.55 ' Demonstram boa
compatibilidade, integracdo, estabilidade, e baixa citotoxidade® quando implantados nos
diversos tipos de tecidos.

O polissacarideo é representado por uma molécula de alto peso molecular constituida
pela repeticdo de unidades organizadas em sequéncia, universalmente produzidas por varias

espeécies bioldgicas. Como exemplos podemos citar a celulose, presente em 50% das plantas,
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algas marinhas, fibras de frutos, algoddo, bagagco de cana-de-actcar, bambi e na forma
artificial como a viscose e rayon°.

As bactérias como os vegetais produzem celulose com caracteristicas diferentes da
produzida pelas plantas, ambas sdo formadas pela polimerizacdo da D-glicose. Esta
designacdo “D” refere-se a posicdo da hidroxila (OH) localizada a direita do atomo de
carbono (C), assimétrico e distante do grupo aldeido. S&o classificadas em homopolimeros,
quando as unidades sao idénticas e heteropolimeros quando sdo compostos por dois ou mais
diferentes mondmeros®’. A celulose bacteriana possui propriedades diferentes e apresentam
maior resisténcia, melhor retencdo hidrica e biocompatibilidade, fatores que facilitam sua
modelagem na formacdo dos Varios tipos de apresentacdo. Essas caracteristicas permitem que
os biopolimeros produzidos por via microbioldgica sejam utilizados em diferentes aplicactes

como diafragma acUstico®*4%46 em cicatrizagio de feridas® e telas®.

1.2 Justificativa do estudo

O polissacarideo de melaco vem sendo utilizado em diferentes aplicagdes3#404¢, Até o
presente ndo ha na literatura experimentos com o objetivo de demonstrar as reacdes
histoldgicas provocadas pelo hidrogel de polissacarideo na concentrag@es entre 0,7 a 1,0%,
peso especifico do biopolimero em &gua. Implantados em pontos especificos com supra
cartilaginoso, subcutaneo da orelha, supra periostal, subcutaneo do couro cabeludo e supra
muscular no subcutdneo das coxas dos coelhos, indagacdo esta que levou ao desenvolvimento
desta pesquisa. A concentracdo do hidrogel a 0,8% foi escolhida devido as suas propriedades

fisicas como, reologia, semelhantes aos produtos mais usados em cirurgia plastica.
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1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo geral
Avaliar a reagdo histologica, provocada pelo hidrogel de polissacarideo de melago de
cana-de-agucar a 0,8% implantado no espaco subcutdneo da orelha (cartilagem), couro

cabeludo (peridsteo) e dos muasculos das coxas de coelhos.

1.3.2 Objetivos especificos

Avaliar atraves de estudo histoldgico a intensidade da reacdo inflamatdria por meio do
infiltrado de polimorfonucleares, linfomononucleares, células gigantes, da angiogénese e
fibrogénese, desencadeadas pelo hidrogel de polissacarideo de melago quando implantado no

subcutéaneo cartilaginoso, periostal e muscular em coelhos.
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2.1 Hidrogel de polissacarideo de melago de cana-de-agucar

Um heteropolissacarideo extracelular foi obtido através de sintese bacteriana
(Zoogloea sp), a partir do melagco da cana-de-agUcar na Estacdo Experimental de Cana-de-
Acucar de Carpina, Divisdo de Industria da Universidade Federal Rural de Pernambuco. A
identificacdo do microorganismo foi realizada no Instituto de Antibidticos da Universidade
Federal de Pernambuco. Esse polissacarideo foi hidrolisado em duas fases sendo uma a frio
com 4cido trifluoroacético resultando em 88% de material solGvel e outra quente que resultou
em 100% de hidrolise e os componentes foram expressos com respectivas concentracdes que
somam 100% demonstrando pureza absoluta do produto. Sua estrutura € formada por
diferentes monossacarideos: glicose 87,57%, xilose 8,58%, ribose 1,28%, acido glicurénico
0,83%, manose 0,82%, arabinose 0,37%, galactose 0,13%, ramnose 0,01% e fucose
0,01%%%,

Melo* analisou as caracteristicas fisico-quimicas do hidrogel de polissacarideo de
melaco de cana-de-acUcar, e considerou dentre as expectativas futuras, sua utilizacdo em
diversas areas da cirurgia.

A primeira publicacio que relatou o emprego do hidrogel foi feita por Coelho et al®,
que baseados no conhecimento das propriedades cicatrizantes do agucar utilizaram o hidrogel
sob a forma de peliculas sobre ferimentos resultantes de traumas diversos ou exérese de
tumores com indicacdo de cicatrizacdo por segunda intencdo. Os autores consideraram que
houve reducdo gradual da secrecdo presente nas feridas, verificaram o crescimento acelerado
de tecido de granulacgéo, e recomendaram sua utilizagio®2.

Por meio de um processo de tratamento para reducdo dos acucares residuais, 0
grupo de pesquisa do hidrogel obteve um produto puro, constituido unicamente de agucares e
acido glicurénico polimerizados. Tal polimero em estado de pureza apresenta elasticidade,
resisténcia a tracdo, flexibilidade e ainda pode ser modelado em diferentes formas,
caracteristicas fisico-quimicas fundamentais para a confecgdo de implantes biologicos.

Em estudo experimental a citotoxicidade do hidrogel foi avaliada in vitro frente a
dois outros biomateriais: polipropileno e e-PTFE. O hidrogel apresentou baixa citotoxicidade
comparavel ao e-PTFE por meio do indice de adesdo, producdo de acido nitrico e a
viabilidade celular de macréfagos alveolares de ratos*.
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Estudo em ratas avaliou 0 emprego do biopolimero como dispositivo de suporte no
tratamento da incontinéncia urinaria em comparacdo a tela de prolene e encontrou como
respostas que o biopolimero é um material estavel, de facil manipulacdo, com reacdo tissular
minima, com boa incorporacéo ao hospedeiro*’.

A resposta inflamatdria ao BP foi avaliada através da sobreposi¢do de membranas de
BP e telas de polipropileno sobre o peritdnio parietal de ratos. Em todos os animais foi
observada incorporacdo das proteses implantadas ao peritbnio e ndo foram encontradas
colegdes*.

A experimentacdo do BP para tratamento de perfuraces crénicas da membrana
timpanica foi realizada em Chinchillalaniger, e os resultados obtidos comparados com os de
enxerto de fascia autéloga. Os achados clinicos e laboratoriais foram semelhantes do ponto de
vista estatistico*.

O BP foi estudado como protese vascular sob forma de tubos e remendos em artérias
de cdes, e comparado com o e-PTFE. O comportamento funcional e morfolégico dos
implantes realizados com o BPCA mostrou-se adequado ao seu emprego como substituto
vascular, foi comparavel ao e-PTFE sem constatacdo de diferencas estatisticamente
significantes*®°,

Rangel®, em 2011, desenvolveu estudo sobre a biocompatibilidade do hidrogel de
melago da cana-de-agticar comparando com o Deflux®, implantados na bexiga de coelhos.
Constatou que o hidrogel apresentou baixo infiltrado inflamatério e foi bem colonizado por
matriz celular e vasos sanguineos, enquanto que o Deflux®foi encontrado fragmentos livres de
células e vasos sanguineos. O hidrogel e o Deflux® injetados na submucosa da bexiga de
coelhos apresentou boa estabilidade permanecendo no local apds o implante, caracterizando-

se como agentes modeladores.

Em 2011, Albuquerque et al®®, estudaram a superficie, coloragdo, continuidade,
consisténcia e cicatrizacdo dos defeitos osteocondrais produzidos em condilos femorais de
coelhos, preenchidos com o hidrogel e estudados nos periodos de 90, 120 e 180 dias p6s-
implante e que, quando comparado com o grupo controle, concluiram que o tecido
osteocondral reparado com hidrogel, ao exame macroscopico, apresentou semelhanga com
tecido encontrado sobre os defeitos osteocondrais cicatrizados naturalmente e no grupo

controle.
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2.2 Acido hialuronico

O é&cido hialurénico € um polissacarideo glicosaminoglicano presente na matriz
extracelular da pele, tecido conectivo e no humor vitreo. Tem como fungdes hidratagéo,
lubrificagdo e estabilizaco desses meios®®.

Tem sido usado em humanos ha mais de uma década para correcbes de sulcos e
depress@es. Estudos histoldgicos mostram que o AH é absorvido gradativamente entre trés e

seis meses. Apresenta baixo indice de complica¢io®%5L,

2.3 Polimetilmetacrilato (PMMA)

O Polimetilmetacrilato (PMMA) [CH 2= C (CH3) COOCH 3] foi sintetizado pela
primeira vez com sucesso em 1902. Desde 1945, o material, que € amplamente utilizado em
odontologia para a preparagdo de proteses dentarias, tem sido progressivamente utilizados em
cirurgia maxilo-facial oral®. PMMA é usado também em outras especialidades cirurgicas e é
reconhecido como um bom material ndo absorvivel para o hip préteses, reconstrucdo do
cranio e lentes intra-oculares.®®

O uso do PMMA tem apresentado restricbes devidoa complicacdes apresentadas a
curto, médio e longo prazo, tais como: infeccdo, trombose, vasos superficiais, levando a

necrose cutanea®*.
2.4 Poliacrilamida
O uso da poliacrilamida como preenchedor de tecido tem apresentado algumas

complicacdes. Estas complicacBes podem serem vistas logo ap6s aplicacdo, como também

depois de varios anos, alguns casos tiveram que ser removidos!®3L,
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3.1. Local do Estudo
O estudo foi realizado no Nucleo de Cirurgia Experimental da Universidade Federal
de Pernambuco.

3.2. Tipo de Estudo

Primério, experimental, prospectivo, longitudinal, analitico de intervenc&o.

3.3. Selecdo da Amostra

Foram selecionados 15 coelhos da raca New Zeland, adultos, género masculino com
peso variando entre 2.390 gr e 3.360 gr, com bom estado de nutricao.

Os animais foram mantidos no Nucleo de Cirurgia Experimental da UFPE, seguindo
as normas éticas de cuidados com os animais de laboratério. Os animais permaneceram em
gaiolas individuais com livre acesso a 4gua e racao especifica padronizada, ndo houve jejum
pré-operatdrio e a intervencao foi realizada no Nucleo de Cirurgia Experimental da UFPE de
acordo com as normas de bioética e técnica operatdria para experimental animal.

A amostra foi constituida de 15 animais que foram sorteados em trés grupos: A, Be C,
(GA, GB e GC) contendo cinco animais cada. O grupo A corresponde aos animais de
nameros 1, 2, 3, 4 e 5, 0 grupo B animais 6, 7, 12, 13, e 14 e o grupo C animais 8, 9, 10, 11 e
15. As regides para aplicacdo do hidrogel foram definidas levando em consideragéo suas
caracteristicas histologicas e anatdbmicas. A cartilagem auricular é um tecido rigido coberta de
pele e uma fina camada de tecido celular subcutaneo, posicionada verticalmente no coelho
qgue submete o material implantado a acdo da gravidade. No cranio o implante ficou no
subcutaneo sobre o peridsteo, uma regido fixa, estavel e horizontalmente entre os dois olhos.
Na regido das coxas o hidrogel foi implantado no subcutaneo, sobre o musculo na face
externa e interna das coxas anteriores e posteriores na qual os implantes sofrerdo a acdo da

gravidade e da mecénica de contragcGes musculares.
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3.4 Procedimento anestésico

O procedimento anestésico e a acompanhamento foi realizado por médico veterinario
que utilizou como droga pré-anestésica atropina a 0,25% na dose de 0,44m/kg de peso por via
IM 10 minutos antes da anestesia. A anestesia foi conduzida por meio da aplicacdo IM de
0,2mL/100g de peso de uma solucdo de 1ml de ketamina 50mg e 1ml de xilazina a 2%.
Durante o procedimento cirurgico foi administrado oxigénio saturado por meio de mascara.

Todos os procedimentos cirargicos foram realizados na sala de cirurgia do Ndcleo de
Cirurgia Experimental (NCE), sob anestesia geral, com injecdo intramuscular de atropina na
dosagem de 0,004mg/kg e ap6s dez minutos foi realizada a aplica¢do de 0,2ml por quilo de
peso animal da solucdo ketamina/xilazina a 2,0%.

3.5 Procedimento cirdrgico

Apo6s o procedimento anestésico foi realizado a tricotomia com maquina elétrica das
areas pré-determinadas para os implantes do hidrogel de polissacarideo, abaixo as regibes
escolhidas para o implante.

1- Crénio, entre os dois olhos.

2- Tergo inferior face interna e externa das orelhas direita e esquerda.

3- Face lateral externa das duas coxas anteriores, tergo médio.

4- Face lateral interna das duas coxas anteriores, terco médio.

5- Face lateral externa das duas coxas posteriores, terco médio.

6- Face lateral interna das duas coxas posteriores, terco médio.

As seringas com o hidrogel de polissacarideo a 0,8% foram preparadas com volumes
de 5 e 10ml e esterilizadas com cobalto radioativo no Centro de Energia Nuclear (CENEN).
Foi utilizado a irradiacdo gama para a esterilizacdo do hidrogel de polissacarideo por ele ter
uma formulacdo com grande concentracdo de agua, permitir a esterilizacdo na embalagem e

preservar as suas caracteristicas reolégicas e fisico-quimicas (Figs 1 e 2).

= VAPORSTEAM S7/1

Fig. 1 Hidrogel de polissacarideo em sua apresentacdo original.
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Os animais foram colocados na mesa de cirurgia sendo aplicado 1.0ml do hidrogel de
polissacarideo a 0,8% no subcutaneo do couro cabeludo entre os olhos, em contato com o
periésteo, 1,0ml do hidrogel no terco inferior da face interna das orelhas direita e esquerda,
em contato com a cartilagem e 1,0ml do hidrogel no subcutaneo das faces externas e internas
do terco médio das quatro coxas. (Figs 2 e 3). Nos tempos determinados dos pds-operatérios
com 7, 21 e 84 dias procedeu-se a coleta de material para estudo histoldgico.

Cada animal forneceu em média 13 pecas cirargicas contendo o hidrogel implantado,
totalizando 195 blocos, que foram colocados em cima de um retangulo de papel impermeével
com a marcacao de uma seta indicando a linha de corte e posteriormente colocadas em formol

a 10% e enviadas ao Laboratorio de Anatomia Patoldgica da UFPE.

Figura 3 - Marcac&o do sitio de implantacdo do hidrogel de polissacarideo

Figura 4 - Mostra o sitio do implante do hidrogel de polissacarideo na coxa.
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Figura 6 - Detalhe da massa de hidrogel implantado sobre a cartilagem

da orelha completamente envolvida pelo tecido subcutaneo.
Nota-se integragdo ao tecido sem sinais macroscopico de inflamacéo.
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Figura 7 - Aspecto da retirada do implante de hidrogel do
subcutaneo supra muscular da coxa.

Figura 8 - Retirada do bloco de tecido na area do implante do hidrogel
de polissacarideo no subcutaneo do couro cabeludo. Aplicagdo supra periostal.
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Figura 9 - Amostra representativa do hidrogel retirado da regido
supra periostal preparada para a fixacao.

3.6 Procedimentos histoldgicos

Foi utilizado o microscopio LEICA DM500, a técnica de coloracdo pela
hematoxicilina eosina e Tricomico de Masson. O micrétomo foi a ajustado para 5 4. As
variaveis observadas foram o infiltrado de polimorfonuclear, linfomononuclear, células

gigantes, angiogénese e fibrogénese. A maquina fotografica foi ICC 50HD.

3.7 Procedimentos estatisticos

Para compararmos 0s grupos com relacdo as varidveis PMN, LMN, CG vasos e
fibrose aplicou-se o teste Qui-Quadrado de Pearson, ou Exato de Fisher, nas situagdes onde 0s
valores esperados foram inferiores a 5. Abaixo de cada tabela das varidveis estdo apresentados
os resultados da significancia do teste através do p-valor, sendo que, para valores menores do
que 0,05 (p-valor<0,05) consideramos a associacdo estatisticamente significativa entre as

variaveis.

3.8 Procedimentos Eticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal do Centro
de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco, processo N°
23076.012705/2012-33 (Anexo A).
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RESULTADOS

Foram operados 15 coelhos, cada animal forneceu 13 pecas cirurgicas contendo o

hidrogel, totalizando 195 blocos. As tabelas de 1 a 5 mostram os resultados histolégicos do

grupo B (animais 6, 7, 12, 13 e 14). Apresentam as reacdes provocadas pelo hidrogel quando

aplicados no subcutaneo cartilaginoso, periostal e muscular em coelhos, colhidos no 7° dia

(T1) pobs-implante, de polimorfonucleares (PMN), linfomononucleares (LMN), células

gigantes (CG), neovasos e fibrose. Segundo o local de implante (Tabelas 1 a 5).

Tabela 1. Reagdes histologicas encontradas no Grupo B — (animal 6) Colhidos no 7° dia pés-implante.
PMN — Grau de intensidade do Infiltrado Inflamatério Polimorfonuclear. (LMN) — Grau de
intensidade do Infiltrado Inflamatdrio Linfomononuclear. CG — Intensidade do infiltrado de células
gigantes. Vasos - Angiogénese — Espacos vasculares. Fibrose — Grau de intensidade encontrado.

Grupo B animal 6 T1= 7°dia pds-implante

Amostra PMN LMN CG Vasos Fibrose Local
1 +++ eosi + + + s/ penet. + ¢/ encaps. cabeca
+ neut
2 X X X X X orelha
3 +++ eosi ++ +++ ++c/ penet. + ¢/ encaps. orelha
+ neut
4 +++ eosi + +++ ++c/ penet. ++ ¢/ encaps. orelha
+++ neut
5 X X X orelha
6 X X X X X coxa
7 +++ eosi ++ +++ ++ ¢/ penet. ++ ¢/ encaps. coxa
+ neut
8 +++ eosi +++ +++ ++c/ penet. ++ ¢/ encaps. coxa
+ neut
9 +++ eosi + + + s/ penet. + ¢/ encaps. coxa
++ neut
10 +++ eosi ++ + ++ ¢/ penet. + ¢/ encaps. coxa
++ neut
11 coxa
12 +++ eosi + X ++ ¢/ penet. + ¢/ encaps. coxa
++ neut
13 +++ eosi ++ ++++ ++ ¢/ penet. + coxa

++ neut
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Tabela 2. Reacdes histologicas encontradas no Grupo B — (animal 7) Colhidos no 7° dia pés-implante.
PMN - Grau de intensidade do Infiltrado Inflamatério Polimorfonuclear (neutréfilo e eosinéfilo).
LMN — Grau de intensidade do Infiltrado Inflamatorio Linfomononuclear. C G — Intensidade do
infiltrado de células gigantes. Vasos - Angiogénese — Espacos vasculares.

intensidade encontrado.

Fibrose — Grau de

Grupo B animal 7 T1= 7°dia pés-implante

Amostra PMN LMN CG Vasos Fibrose Local
1 +++ eosi + ++ + sem penet. + ¢/ encaps. cabeca
+ neut
2 + eosi ++ X +sem penet. ++ sem encaps. orelha
3 X X X X X orelha
4 X X X orelha
5 + eosi +/++ + sem penet. + ¢/ encaps. orelha
+ neut
6 ++ eosi ++ +/+++ + sem penet. ++ sem encaps. coxa
7 X X X X X coxa
8 + eosi +/ +++ +/++ + sem penet. ++ / + sem encaps. coxa
+ neut
9 +++ eosi + + + sem penet. + ¢/ encaps. coxa
+ neut
10 +++ eosi + X + sem penet +c/ encaps. coxa
+ neut
11 + eosi ++ +/+++ + sem penet. +c/ encaps. coxa
12 + eosi ++ +/+++ ++ sem penet. +c/ encaps. coxa
13 +++ eosi + X + sem penet. +c/ encaps. coxa

+ neut
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Tabela 3. Reagles histologicas encontradas no Grupo B — (animal 12) Colhidos no 7° dia pos-
implante. PMN — Grau de intensidade do Infiltrado Inflamatério Polimorfonuclear (eosinéfilo e
neutrofilo). LMN — Grau de intensidade do Infiltrado Inflamatério Linfomononuclear. C G —
Intensidade do infiltrado de células gigantes. Vasos - Angiogénese — Espacos vasculares. Fibrose —
Grau de intensidade encontrado.

Grupo B animal 12 T1= 7°dia pés-implante

Amostra PMN LMN CG Vasos Fibrose Local
1 +++ eosi + ++ ++ sem penet. + ¢/ encaps. cabeca
+++ neut
2 +++ eosi ++ X + sem penet. + ¢/ encaps. orelha
+++ neut
3 +++ eosi ++ + ++ sem penet. + ¢/ encaps. orelha
4 X X X X X orelha
5 +++ eosi +++ +++ penet. + sem encaps. orelha
+++ neut
X coxa
+++ eosi X X X coxa
+++ neut
+++eosi ++ + ++ ¢/ penet. + ¢/ encaps. coxa
X X X coxa
10 +++ eosi X ++ sem penet. + sem encaps. coxa
+ neut
11 X X X X coxa
12 +++e0si X ++ sem penet. + sem encaps. coxa
+++ neut
13 +++ eosi ++ +++ + sem penet. + sem encaps. coxa

+ neut
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Tabela 4. Reagles histologicas encontradas no Grupo B — (animal 13) Colhidos no 7° dia pos-
implante. PMN — Grau de intensidade do Infiltrado Inflamatério Polimorfonuclear (eosinéfilo e
neutrofilo). LMN — Grau de intensidade do Infiltrado Inflamatério Linfomononuclear. C G —
Intensidade do infiltrado de células gigantes. Vasos - Angiogénese — Espacos vasculares. Fibrose —
Grau da intensidade encontrado.

Grupo B animal 13 T1= 7°dia p6s-implante

Amostra PMN LMN CG Vasos Fibrose Local
1 ++ eosi + + + sem penet. + ¢/ encaps. cabeca
+ neut
++ eosi + + + sem penet. + sem encaps. orelha
X X X X X orelha
4 ++ eosi + X +++ ¢/ penet. + ¢/ encaps. orelha
+++ neut
5 ++ eosi + + +++ ¢/ penet. + ¢/ encaps. orelha
+++ neut
6 +++ eosi +++ +/+++ +++ ¢/ penet. +++ sem encaps.. coxa
+++ neut
7 ++ eosi + X + sem penet. + ¢/ encaps. coxa
+ neut
X X X X X coxa
+++ eosi + + ++ ¢/ penet. +++ c/encaps. coxa
+++ neut
10 X X X X X coxa
11 +++ eosi ++ +/++  ++c/penetracdo + sem encaps. coxa
+++ neut
12 ++ eosi + ++ ++ ¢/ penet. ++ sem encaps. coxa
+ neut
13 +++ eosi + X ++ ¢/ penet. + ¢/ encaps. coxa

+++ neut
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Tabela 5. Reaces histologicas encontradas no Grupo B — (animal 14) 7° dia p6s-implante. PMN —
Grau de intensidade do Infiltrado Inflamatério Polimorfonuclear (eosinéfilo e neutréfilo). LMN —
Grau de intensidade do Infiltrado Inflamatorio Linfomononuclear. C G — Intensidade do infiltrado de
células gigantes. Vasos - Angiogénese — Espagos vasculares. Fibrose — Grau da intensidade

encontrado.
Grupo B animal 14 T1 = 7°'dia pds-implante
Amostra PMN LMN CG Vasos Fibrose Local
1 ++ eosi ++ X ++ sem penet. + ¢/ encaps. cabeca
++ neut
2 +++ eosi + + + sem penet. + sem encaps. orelha
+++ neut
3 ++ eosi + X ++ sem penet. + ¢/ encaps. orelha
++ neut
4 ++ eosi + X +++ sem penet. + ¢/ encaps. orelha
+ neut
5 +++ eosi + + +++ ¢/ penet. + ¢/ encaps. orelha
+++ neut
6 +++ eosi ++ +/++ +++ ¢/ penet. ++ ¢/ encaps. coxa
+++ neut
7 +++ eosi ++ +/++ +++ ¢/ penet. ++ ¢/ encaps. coxa
+++ neut
8 +++ eosi ++ +++ ¢/ penet. ++ c/encaps. coxa
+++ neut
9 +++ eosi + X +++ ¢/ penet. + sem encaps. coxa
+++ neut
10 ++ eosi ++ +++ ++ ¢/ penet. ++ ¢/ encaps. coxa
+ neut
11 +++ eosi ++ +/++ +++ ¢/ penet. +++ c/encaps. coxa
+++ neut
12 coxa
13 +++ eosi ++ +/++ ++ ¢/ penet. +++ ¢/ encaps. coxa

++ neut
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Nas tabelas de 6 a 10 encontram-se 0s resultados histoldgicos do grupo A (animais 1,

2,3,4e5). Apresentam as reagdes provocadas pelo hidrogel quando aplicados no subcutaneo

cartilaginoso, periostal e muscular em coelhos, colhidos no 21° dia (T2) pds-implante,

caracterizada pela intensidade de polimorfonucleares (PMN), linfomonucleares (LMN),

células gigantes (CG), neovasos e fibrose. Segundo o local de implante (Tabelas 6 a 10).

Tabela 6. Reacdes histologicas encontradas no Grupo A — (animal 1) Colhidos no 21° dia pds-
implante. PMN — Grau de intensidade do Infiltrado Inflamatério Polimorfonuclear (eosindfilo e

neutrofilo). LMN — Grau de intensidade do Infiltrado Inflamatério Linfomononuclear. C G —
Intensidade do infiltrado de células gigantes. Vasos - Angiogénese — Espacgos vasculares. Fibrose —
Grau da intensidade encontrado.

Grupo A animal 1 T2 =21°dia pés-implante

Amostra PMN LMN CG Vasos Fibrose Local
1 ++ eosi ++ ++ + ¢/ penet. ++ ¢/ encaps. cabeca
+ neut
2 X X X X X orelha
3 X X X X X orelha
4 X X X X X orelha
5 X X X X X orelha
6 X X X X X coxa
7 ++ eosi + ++ ++ sem penet. ++ ¢/ encaps. coxa
+ neut
8 ++ eosi ++ +++ ++ ¢/ penet. + ¢/ encaps. coxa
9 ++ eosi ++ +++ + sem penet. + ¢/ encaps. coxa
10 ++ eosi ++ ++ ++ ¢/ penet. ++ ¢/ encaps. coxa
11 ++ eosi ++ ++ ++ ¢/ penet. +++ ¢/ encaps. coxa
+ neut
12 ++ eosi ++ +++ ++ ¢/ penet. + ¢/ encaps. coxa
13 ++ eosi + + ++ ¢/ penet. ++ ¢/ encaps. coxa

+ neut




35

Tabela 7. Reagles histoldgicas encontradas no Grupo A — (animal 2) Colhidos no 21° dia pos-
implante. PMN — Grau de intensidade do Infiltrado Inflamat6rio Polimononuclear (eosinéfilo e
neutrofilo). LMN - Grau de intensidade do Infiltrado Inflamatério Linfomononuclear. C G —
Intensidade do infiltrado de células gigantes. Vasos - Angiogénese — Espacos vasculares. Fibrose —
Grau da intensidade encontrado.

Grupo A animal 2 T2 = 21°dia pds-implante

Amostra PMN LMN CG Vasos Fibrose Local
1 ++ eosi ++ + ++ ¢/ penet. X cabeca
2 + eosi ++ + ++ ¢/ penet. + sem encaps. orelha
3 X X X X X orelha
4 X X X X orelha
5 X X X X orelha
6 + eosi ++ + ++ ¢/ penet. + sem encaps. coxa
7 X X X X coxa
8 X X X X coxa
9 + eosi + +++ ¢/ penet. ++ encaps. coxa

+ neut
10 X X X X X coxa
11 + eosi + + ++ ¢/ penet. + sem encaps. coxa
12 ++ eosi ++ + ++ ¢/ penet. + ¢/ encaps. coxa
13 + eosi ++ + ++ ¢/ penet. ++ ¢/ encaps. coxa
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Tabela 8. Reagfes histoldgicas encontradas no Grupo A — (animal 3) Colhidos no 21° dia pos-
implante. PMN — Grau de intensidade do Infiltrado Inflamatério Polimorfonuclear (eosinéfilo e
neutrofilo). LMN — Grau de intensidade do Infiltrado Inflamatério Linfomononuclear. C G —
Intensidade do infiltrado de células gigantes, VVasos - (Angiogénese). Fibrose — Grau da intensidade
encontrado.

Grupo A animal 3 T2 = 21°dia pds-implante

Amostra PMN LMN CG Vasos Fibrose Local
1 + eosi + + + ¢/ penet + ¢/ encaps. cabeca
2 X X X X orelha
3 ++ eosi ++ ++ ¢/ penet + ¢/ encaps. orelha
+ neut

4 X X X X X orelha

5 ++ eosi ++ + ++ ¢/ penet + ¢/ encaps. orelha
+ neut

6 + eosi + + +++ ¢/ penet + ¢/ encaps. coxa
+ neut

7 X X X X coxa

8 ++ eosi ++ + ++ ¢/ penet + ¢/ encaps. coxa
++ eosi ++ + +++ ¢/ penet ++ ¢/ encaps. coxa
++ neut

10 ++e0si + ++ ¢/ penet + ¢/ encaps. coxa

11 ++e0si ++ + ¢/ penet ++ ¢/ encaps. coxa
+ neut

12 ++ eosi ++ + ++ ¢/ penet. + ¢/ encaps. coxa

13 X X X X X coxa
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Tabela 9. Reagles histoldgicas encontradas no Grupo A — (animal 4) Colhidos no 21° dia pos-
implante. PMN — Grau de intensidade do Infiltrado Inflamatério Polimorfonuclear (eosinéfilo e
neutrofilo). LMN — Grau de intensidade do Infiltrado Inflamatério Linfomononuclear. C G —
Intensidade do infiltrado de células gigantes, - VVasos - Angiogénese — Espacos vasculares. Fibrose —

Grau da intensidade encontrado.

Grupo A animal 4 Tz =21°dia pés-implante

Amostra PMN LMN CG Vasos Fibrose Local
1 + eosi ++ ++ ++ ¢/ penet. + ¢/ encaps. cabeca
2 + eosi ++ + + ¢/ penet. + sem encaps. orelha
3 X X X X X orelha
4 X X X X X orelha
5 ++ eosi ++ + + ¢/ penet. + ¢/ encaps. orelha

+ neut
6 + eosi ++ + + ¢/ penet. + sem encaps. coxa
7 + eosi + + ++ sem penet. + ¢/ encaps. coxa
++ neut
+ eosi ++ ++ ++ ¢/ penet. + sem encaps. coxa
+ eosi + + +++ ¢/ penet. ++ ¢/ encaps. coxa
+++ neut
10 X X X X X coxa
11 + eosi +++ + + ¢/ penet. + sem encaps. coxa
12 X X X X X coxa
13 + eosi ++ + ++ ¢/ penet. + sem encaps. coxa

++ neut
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Tabela 10. Reagdes histologicas encontradas no Grupo A — (animal 5) Colhidos no 21° dia pos-
implante. PMN — Grau de intensidade do Infiltrado Inflamatério Polimorfonuclear (eosinéfilo e
neutrofilo). LMN — Grau de intensidade do Infiltrado Inflamatério Linfomononuclear. C G —
Intensidade do infiltrado de células gigantes.- Vasos -Angiogénese — Espacos vasculares. Fibrose —
Grau da intensidade encontrado.

Tabela 5 Grupo A animal 5 T2 = 21°dia pés-implante

Amostra PMN LMN CG Vasos Fibrose Local
1 + eosi ++ + ++ ¢/ penet. ++ ¢/ encaps. cabeca
+ neut
2 ++ eosi ++ + ++ ¢/ penet. ++ ¢/ encaps. orelha
3 X X X X X orelha
4 ++ eosi ++ + ++ ¢/ penet. ++ ¢/ encaps. orelha
5 X X X X X orelha
6 X X X X + coxa
7 + eosi ++ + + ¢/ penet.. + ¢/ encaps. coxa
8 ++ eosi +++ +++ ++ ¢/ penet. ++ ¢/ encaps. coxa
+ neut
9 + eosi ++ ++ ++ ¢/ penet. +++ ¢/ encaps. coxa
10 X X X X X coxa
11 ++ eosi ++ + ++ ¢/ penet. + ¢/ encaps. coxa
12 ++ eosi + ++ + ¢/ penet. +++ ¢/ encaps. coxa

13 + eosi ++ + ++ ¢/ penet. + ¢/ encaps. coxa
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Nas tabelas de 11 a 15encontram-se os resultados histoldgicos do grupo C (animais 8,
9, 10, 11 e 15). Apresentam as reagOes provocadas pelo hidrogel quando aplicados no
subcutaneo cartilaginoso, periostal e muscular em coelhos, colhidos no 84° dia pos-implante,
caracterizada pelos infiltrados de polimorfonucleares (PMN), linfomonucleares (LMN),

células gigantes (CG), neovasos e fibrose. Segundo o local de implante (Tabelas 11 15).

Tabela 11. Reacdes histoldgicas encontradas no Grupo C — (animal 8) 84° dia pds-implante. PMN —
Grau de intensidade do Infiltrado Inflamatdrio Polimorfonuclear (eosindfilo e neutrdfilo). LMN —
Grau de intensidade do Infiltrado Inflamatorio Linfomononuclear. C G — Intensidade do infiltrado de
células gigantes.\VVasos - Angiogénese — Espacos vasculares. Fibrose — Grau da intensidade
encontrado.

Grupo C animal 8 Ts= 84°dia pds-implante

Amostra PMN LMN CG Vasos Fibrose Local
1 - + ++ ++ ++ ¢/ caps. cabega
2 _ + ++ ++ ¢/ penet. + caps. orelha
3 X X X X orelha
4 X X X X orelha
5 X X X X orelha
6 _ + ++ ++ ¢/ penet. + ¢/ caps. coxa
7 X X X X X coxa
8 - + ++ + ¢/ penet. + ¢/ caps. coxa
9 - + ++ + ¢/ penet. ++ ¢/ caps. coxa
10 - ++ ++ + ¢/ penet. ++ ¢/ caps. coxa
11 - + +++ + + ¢/ penet. ++ ¢/ caps. coxa
12 ++ eosi + ++ + sem penet. ++ ¢/ caps. coxa
13 - ++ ++ ++ ¢/ penet. ++ ¢/ caps. coxa
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Tabela 12 Reacfes histologicas encontradas no Grupo C — (animal 9) Colhidos no 84° dia pos-
implante. PMN — Grau de intensidade do Infiltrado Inflamatério Polimorfonuclear (eosinéfilo e
neutrofilo). LMN — Grau de intensidade do Infiltrado Inflamatério Linfomononuclear. C G —
Intensidade do infiltrado de células gigantes. Vasos - Angiogénese — Espacos vasculares. Fibrose —
Grau da intensidade encontrado.

Grupo C animal 9 Tz = 84°dia pés-implante

Amostra PMN LMN CG Vasos Fibrose Local
1 X - + ++ ¢/ penet. ++ ¢/ caps. cabeca
2 X X X X X orelha
3 X X X X X orelha
4 X X X X X orelha
5 X X X X X orelha
6 coxa
7 X X X X coxa
8 coxa
9 coxa
10 coxa
11 - - + + + ¢/ penet. ++ ¢/ caps coxa
12 - - + ¢/ penet. + ¢/ caps coxa
13 - - + ++ ¢/ penet. ++ ¢/ caps coxa
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Tabela 13 Reagdes histologicas encontradas no Grupo C — (animal 10) Colhidos no 84° dia pos-
implante. PMN — Grau de intensidade do Infiltrado Inflamatério Polimorfonuclear ( neutrofilo e
eosinéfilo). LMN — Grau de intensidade do Infiltrado Inflamatério Linfomononuclear. C G —
Intensidade do infiltrado de células gigantes. Vasos - Angiogénese — Espacos vasculares. Fibrose —
Grau de intensidade encontrado.

Grupo C animal 10 Ts= 84°dia pds-implante

Amostra PMN LMN CG Vasos Fibrose Local
1 - + + ++ ¢/ penet. + ¢/ caps. cabega
2 X X X X X orelha
3 - + + ++ ¢/ penet. + ¢/ caps. orelha
4 X X X X orelha
5 X X X X orelha
6 coxa
7 - ++ + ++ ¢/ penet. + + ¢/ caps. coxa
8 + eosi ++ + + ¢/ penet. + + ¢/ céps. coxa
9 X X X X coxa
10 - + ++ ¢/ penet. + + ¢/ céps. coxa
11 - + + + ¢/ penet. ++ ¢/ caps. coxa
12 + eosi ++ + ++ ¢/ penet. ++ ¢/ caps. coxa
13 X X X X X coxa
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Tabela 14 Reagdes histologicas encontradas no Grupo C — (animal 11) Colhidos no 84° dia pos-
implante. PMN — Grau de intensidade do Infiltrado Inflamatério Polimorfonuclear (eosinéfilo e
neutrofilo). LMN - Grau de intensidade do Infiltrado Inflamatério Linfomononuclear. C G —
Intensidade do infiltrado de células gigantes. Vasos - Angiogénese — Espacos vasculares. Fibrose —
Grau de intensidade encontrado.

Grupo C Animal 11 Ts= 84°dia pés-implante

AMOSTRA PMN LMN CG Vasos Fibrose Local
1 - + + ++ +++ ¢/ caps. cabega
2 X orelha
3 X X X X orelha
4 orelha
5 X X X X X orelha
6 - + ++ ++ ¢/ penet +++ ¢/ caps. coxa
7 - + ++ ++ ¢/ penet ++ ¢/ caps. coxa
8 - + ++ + + ¢/ penet ++ ¢/ caps. coxa
9 X X X X X coxa
10 + eosi ++ +++ + ¢/ penet ++ ¢/ caps. coxa
11 X X X X X coxa
12 + X X X coxa
13 - ++ ++ ¢/ penet ++ ¢/ caps. coxa
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Tabela 15 Reagdes histologicas encontradas no Grupo C — (animal 15) Colhidos no 84° dia pos-
implante. PMN — Grau de intensidade do Infiltrado Inflamatério Polimorfonuclear (eosinéfilo e
neutrofilo). LMN — Grau de intensidade do Infiltrado Inflamatério Linfomononuclear. C G —
Intensidade do infiltrado de células gigantes. Vasos - Angiogénese — Espacos vasculares. Fibrose —
Grau de intensidade encontrado.

Grupo C animal 15 Ts= 84°dia pds-implante

Amostra PMN LMN CG Vasos Fibrose Local
1 - + + ++ ++ ¢/ caps. cabeca
2 X X X X + ¢/ céps. orelha
3 X X X X X orelha
4 X X X X X orelha
5 X X X X X orelha
6 - + + ++ ¢/ penet. +++ ¢/ caps. coxa
7 + eosi + + ++ ¢/ penet. + ¢/ caps. coxa
8 - + + + ++ ¢/ penet. ++ ¢/ caps. coxa
9 X X X X X coxa
10 - + + ++ ¢/ penet. ++ ¢/ caps. coxa
11 - + + + + ¢/ penet. ++ ¢/ caps. coxa
12 + eosi ++ + ++ ¢/ penet. ++ ¢/ caps. coxa
13 - + + ++ ¢/ penet. ++ ¢/ caps. coxa
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Figura 10. Implante de polissacarideo envolvido por capsula fibrosa (setas) e permeado por

septos (setas) — Grupo B animal 14, amostra 10 — 7° dia p6s-implante Tricromico de
Masson, 40x

Figura 11. Implante de hidrogel de polissacarideo envolvido por cépsula fibrosa (setas) e
permeado por septos (setas); presenga de vasos sanguineos de permeio — Grupo B animal
14, amostra 10 — 7° dia p6s-implante. Tricromico de Masson, 10x
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Figura 12. Area de dep6sito de hidrogel de polissacarideo (setas pretas) permeado por
infiltrado inflamatério linfomononuclear com frequentes células gigantes multinucleadas
do tipo corpo estranho (setas vermelhas) — Grupo B animal 14, amostra 10 — 7° dia pds-
implante - HE, 10x

Figura 13. Area de depdsito de hidrogel de polissacarideo (setas pretas) permeado por
infiltrado inflamatério linfomononuclear, com eosindéfilos e células gigantes multinucleadas
do tipo corpo estranho (setas vermelhas) — Grupo B animal 14, amostra 10 —7° dia p0s-
implante HE, 40x
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Figura 14. Area de deposito de hidrogel de polissacarideo (setas pretas) permeado por
infiltrado inflamatério linfomononuclear e frequentes células gigantes multinucleadas do
tipo corpo estranho (setas vermelhas) — Grupo B animal 14, amostra 10 —7° dia pos-
implante - HE, 40x. Observar a intensa celularidade que ocorre no interior do implante no
7° dia.
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Figura 15. Implante de hidrogel de polissacarideo envolvido por moderada reagdo inflamatoria
cronica linfomononuclear com células gigantes do tipo corpo estranho Grupo A - Animal 1,

amostra 12— HE, 10x 21° dia pos-implante. Observar invasao celular por toda a extensdo do
implante.

Figura 16. Area de depoésito de hidrogel de polissacarideo (setas pretas) com células gigantes
multinucleadas do tipo corpo estranho (setas vermelhas) e vasos (setas amarelas) — Grupo A -
Animal 1, amostra 12 — 21° dia pés-implante. HE, 40x. Observar que toda a estrutura do
implante foi colonizado por células esta invadido por vasos neoformados.
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Figura 17. Area de reagéo inflamatoria com frequentes células gigantes multinucleadas do tipo
corpo estranho (setas vermelhas) e vasos (setas amarelas) Grupo A - Animal 1, amostra 12,
21° dia po6s-implante — HE, 40x

Figura 18. Implante de hidrogel de polissacarideo envolvido por moderada reacao
inflamatoria cronica linfomononuclear com células gigantes do tipo corpo estranho Grupo
A — Animal 4, amostra 1— 21° pés-implante. HE, 10x



Figura 19. Area de deposito de hidrogel de polissacarideo (setas pretas) permeado por
infiltrado inflamatdrio linfomononuclear, com raros eosinofilos, células gigantes
multinucleadas do tipo corpo estranho (setas vermelhas) e vasos (setas amarelas) Grupo A —
Animal 4, amostra 1 — 21° pés-implante. HE, 40x

Figura 20. Implante de hidrogel de polissacarideo envolvido por capsula fibrosa (setas);
presenca de vasos na periferia Grupo A — Animal 4, amostra 1 — 21° dia pds-implante.
Tricrdmico de Masson, 10x
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Figura 21. Implante hidrogel de de polissacarideo envolvido por cépsula fibrosa (setas);
presenca de vasos de permeio — Grupo A - Animal 5, amostra 11— 21° dia po6s-implante.
Tricrdmico de Masson, 10x

Figura 22. Area de depdsito hidrogel de de polissacarideo (setas pretas) permeado por
infiltrado inflamatério linfomononuclear, com células gigantes multinucleadas do tipo
corpo estranho (setas vermelhas) e vasos (setas amarelas)Grupo A — Animal 5, amostra 11
— 21° dia p6s-implante. HE, 40x
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Figura 23. Area de dep6sito hidrogel de polissacarideo (setas pretas) permeado por
moderado infiltrado inflamatério linfomononuclear, com célula gigante multinucleada do
tipo corpo estranho (seta vermelha) — Grupo A - Animal 5, amostra 11 — 21° dia pods-
implante. HE, 40x



Figura 24. Implante de hidrogel de polissacarideo envolvido por cépsula fibrosa (setas
vermelhas); presenca de vasos de permeio (setas pretas) — Grupo C animal 8, amostra 1—
84° dia p6s-implante. Tricromico de Masson,10x

Figura 25. Implante de hidrogel de polissacarideo permeado por discreta reacao
inflamatoria cronica linfomononuclear — Grupo C animal 8, amostra 1- 84° dia pos-
implante. Tricromico de Masson,10x
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Figura 26. Implante de hidrogel de polissacarideo envolvido por células gigantes
multinucleadas do tipo corpo estranho — Grupo C animal 8, amostra 1- 84° dia pés-
implante. Tricrémico de Masson,10x

Figura 27. Implante de hidrogel de polissacarideo envolvido por capsula fibrosa espessa
(setas pretas) com septos fibrosos de permeio — Grupo C animal 11, amostra 6 — 84° dia
pos-implante. Tricrdmico de Masson,10x

53



Figura 28. Implante de hidrogel de polissacarideo permeado por discreta reacdo
inflamatéria cronica linfomononuclear, células gigantes multinucleadas do tipo corpo
estranho (setas vermelhas) e vasos (setas pretas) — Grupo C animal 11, amostra 6 — 84° dia
pos-implante. Tricromico de Masson,10x

Figura 29. Implante de polissacarideo permeado por discreta reacdo inflamatéria cronica
linfomononuclear, células gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho (setas vermelhas) e
vasos (setas pretas) — Grupo C animal 11, amostra 6 — 84° dia pés-implante - Tricrémico de
Masson,10x
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4.2 Resultados estatisticos

Para compararmos 0s grupos com relacdo as variaveis LMN, CG, vasos e fibrose em
relacdo ao tempo de coleta do hidrogel, aplicou-se o teste Qui-Quadrado de Pearson, ou Exato
de Fisher, nas situagdes onde os valores esperados foram inferiores a 5. Abaixo de cada tabela
destas varidveis estdo apresentados os resultados da significancia do teste através do p-valor,
sendo que, para valores menores do que 0,05 (p-valor<0,05) consideramos a associacdo

estatisticamente significativa entre as variaveis (Tabelas 16 a 20).
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Tabela 16. Comparacéo da frequéncia do infiltrado de polimorfonucleares (PMN), entre os grupos B,
A, e C em relagdo ao tempo de implante.

GRUPO B GRUPO A GRUPO C
T1 (7° dia pos- T2 (21° dia pés- T3 (84° dia pés- Total
implante) implante) implante)
PMN 0 n 15 23 31 69
% 23,1% 35,4% 68,9% 39,4%
1 n 4 19 13 36
% 6,2% 29,2% 28,9% 20,6%
2 n 11 23 1 35
% 16,9% 35,4% 2,2% 20,0%
3 n 35 0 0 35
% 53,8% 0% 0% 20,0%
Total n 65 65 45 175
% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

p-valor < 0,001 (teste Qui-Quadrado de Pearson)
Existe diferenca estatisticamente significante entre os grupos com relagdo ao PMN.

PMN

B SEMREACAO m COM REACAO

GRUPO B GRUPO A GRUPO C
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Tabela 17. Comparagdo da frequéncia do infiltrado de linfomononucleares (LMN), entre os grupos B,
A, e C em relagdo ao tempo de implante

GRUPO B GRUPO A GRUPO C
T1 (7° dia pos- T2 (21° dia T3 (84° dia pos- Total
implante) poés-implante) implante)
LMN 0 n 15 20 25 60
% 23,1% 30,8% 38,5% 30,8%
1 n 26 13 33 72
% 40,0% 20,0% 50,8% 36,9%
2 n 22 31 7 60
% 33,8% 47,7% 10,8% 30,8%
3 n 2 1 0 3
% 3,1% 1,5% 0% 1,5%
Total n 65 65 65 195
% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

p-valor < 0,001 (teste Exato de Fisher)
Existe diferenca estatisticamente significante entre os grupos com relagéo ao LMN

LMN

mSEMREACAO = COMREACAO
76,9%

69,2%

GRUPOB GRUPOA GRUPOC
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Tabela 18. Comparacdo da frequéncia do infiltrado de células gigantes (CG), entre 0s grupos B, A, e
C em relacdo ao tempo de implante.

GRUPO B GRUPO A GRUPO C
T1 (7° dia pés- T2 (21° dia T3 (84° dia pos-
implante) pés-implante) implante) Total
CG n 28 20 22 70
% 43,1% 30,8% 33,8% 35,9%
n 16 33 29 78
% 24,6% 50,8% 44,6% 40,0%
n 17 12 13 42
% 26,2% 18,5% 20,0% 21,5%
n 4 0 1 5
% 6,2% ,0% 1,5% 2,6%
Total n 65 65 65 195
% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

p-valor = 0,029 (teste Exato de Fisher)
Existe diferenca estatisticamente significante entre os grupos com relagéo ao CG.

CG

W SEMREACAO m COM REACAO

69,2%

66,2%

GRUPOB GRUPOA GRUPOC
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Tabela 19. Comparagdo da frequéncia da angiogénese (VASO), entre 0s grupos B, A, e C em relagdo
ao tempo de implante.

GRUPO B GRUPO A GRUPO C
T1 (7° dia pés- T2 (21° dia pds- T3 (84° dia pos-
implante) implante) implante) Total
VASO 0 n 16 23 10 49
% 24,6% 35,4% 15,6% 25,3%
1 n 17 10 21 48
% 26,2% 15,4% 32,8% 24,7%
2 n 21 28 32 81
% 32,3% 43,1% 50,0% 41,8%
3 n 11 4 1 16
% 16,9% 6,2% 1,6% 8,2%
Total n 65 65 64 194
% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

p-valor = 0,002 (teste Qui-Quadrado de Pearson)
Existe diferenca estatisticamente significante entre os grupos com relacéo a vasos.

VASO

W SEMREACAO m COM REACAO

84,4%

GRUPOB GRUPOA GRUPOC
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Tabela 20. Comparacdo da frequéncia da fibrogénese (FIBROSE), entre os grupos B, A, e C em
relacdo ao tempo de implante

GRUPOB GRUPO A GRUPO C
T1 (7° diapdés- T2 (21° dia pos- T3 (84° dia pos-
implante) implante) implante) Total
Fibrose 0 n 16 19 24 59
% 24,6% 29,2% 40,0% 31,1%
1 n 36 29 12 77
% 55,4% 44,6% 20,0% 40,5%
2 n 13 17 24 54
% 20,0% 26,2% 40,0% 28,4%
Total n 65 65 60 190
% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

p-valor = 0,002 (teste Qui-Quadrado de Pearson)
Existe diferenca estatisticamente significante entre os grupos com relacéo a Fibrose.

FIBROSE

W SEMREACAO m COM REACAO
75,4%

70,8%

GRUPOB GRUPOA GRUPOC
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DISCUSSAQO

VIRTUS IMPAVIDA
vy

5.1 Modelo experimental

O modelo experimental para avaliar a resposta inflamatdria e a permanéncia de
implantes de hidrogel de polissacarideo de melaco de cana de aclcar em diferentes sitios de
aplicacdo foi o coelho. A escolha do modelo animal teve como base o porte do animal, o
modelo mais utilizado para avaliacdo experimental de implantes e a facilidade de
acompanhamento da evolucdo pela naturalidade dos exames e grande resisténcia.

A utilizacdo em do hidrogel em diferentes pontos de aplicacéo teve como base avaliar
a possibilidade de migracdo dos implantes frente a gravidade e compressdo pelo trabalho
muscular da regido. Além dessas variaveis os implantes no celular subcutaneo repousando
sobre a superficie da cartilagem, peridsteo e fascia do tecido muscular poderiam trazer
respostas especificas ao sitio de aplicacdo. Observou-se que os animais toleraram bem ao
procedimento, mantendo a curva ponderal esperada para a espécie em todos os tempos do
experimento (Apéndice A). A0 exame macroscopico observou-se que 0s implantes
apresentou estabilidade e biocompatibilidade, uma vez que ndo foram encontradas reacoes

adversas como edema, rubor, infeccdo ou eliminagdo do material implantado.

5.2 Hidrogel de polissacarideo de melago de cana de aclcar

O hidrogel utilizado para os implantes foi uma formulacdo estavel constituida do
polissacarideo e 4gua na concentragdo de 0,8% peso especifico. A concentracdo de 0,8% a 1%
vem sendo utilizada em diferentes aplicacdes e ndo tem demonstrado variagdo no volume
final ap6s permanéncia nos tecidos, observada em diferentes ensaios experimentais®®®. O
polissacarideo é uma matriz biocompativel, atoxica e que vem sendo utilizada como base de
diferentes produtos como filmes utilizados na confeccdo de curativos, sling, telas para reforgo
no tratamento de defeitos da parede abdominal, miringoplastia no tratamento de perfuragdes
timpanicas e remendos de vasas sanguineos demonstrando biocompatibilidade e
biointegragao38:41:42.46.48

A utilizacdo do hidrogel de polissacarideo de melaco de cana-de-agucar como material
de implante foi definida a partir da avaliagdo de sua baixa citotoxidade em estudo in vitro e da
biocompatibilidade confirmada experimentalmente3>344. A biocompatibilidade dos materiais

utilizados em implantes esta baseada na resposta inflamatéria do hospedeiro.
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A inflamacédo é fundamentalmente uma reagdo protetora e seu objetivo final € livrar o
organismo de algo que esteja causando leséo celular e das consequiéncias dessa lesdo, sem a
mesma, as infeccBes prosseguiriam, as feridas ndo cicatrizariam®.

A reacdo inflamatoria € um processo esperado com a injecdo de qualquer material
estranho no organismo. Mesmo 0s materiais considerados como compativeis provocam esse
tipo de reacdo apds os primeiros dias de injeco®®’. Portanto, a reacéo inflamatéria observada
neste estudo, pode ser considerada normal e esperada.

A andlise histologica do material do grupo B (animais 6, 7, 12, 13 e 14), colhido no
sétimo dia pds-implante (T1), mostrou a presenca dos polimorfonucleares, com infiltrado de
neutrofilos e eosindfilos, linfomononucleares, células gigantes e ja foi possivel observar a
neoformacdo vascular penetrando no hidrogel e a fibrogénese em todas as laminas,
independentemente das regides, sejam elas cartilagem, peridésteo ou muscular. Essas
alteracdes foram verificadas em todo material estudado no grupo B (Figs 21 a 25) e
caracteriza uma reacdo inflamatoria, processo este, esperado com a injecdo de qualquer
material estranho no organismo. Rodrigo® em 2012 introduziu o hidrogel de polissacarideo
em cordas vocais de coelhos e observou uma reacdo inflamatoria de leve a moderada
intensidade com predominancia de eosindfilos. A presenca dessas células foi atribuida pelo
autor a possibilidade de ter havido contaminacdo de substancias como o pé utilizado nas luvas
cirtrgicas bem como o local da infiltragdo ou a formulacéo em gel.

A analise do comportamento da variavel PMN entre 0s grupos mostrou que sua
frequéncia diminuiu com o tempo do estudo, indicando uma reducdo da reacdo inflamatdria
aguda.

A tabela 4 mostra a comparagdo dos achados relacionados ao comportamento da
angiogénese nos trés tempos do estudo. E possivel observar que houve um aumento da
neoformacdo vascular e que esses vasos penetravam no hidrogel, demonstrando uma boa
integracdo aos tecidos. Os neovasos estiveram presentes ja& no grupo B (Ti) e foram
observados em maior frequéncia na anélise do grupo C (T3).

Lucena®® utilizou o biopolimero de cana-de-acticar em forma de membrana como sling
pubo-uretral em ratas e observou uma timida neo vascularizacdo penetrante no biomaterial, 0
que vai de encontro com nossos achados. Embora o material utilizado seja 0 mesmo,
biopolimero de cana-de-agUcar, possivelmente a forma de hidrogel facilitou a penetracdo dos
vasos no biomaterial em estudo.

Puricelli et al®”, em 2011, injetaram PMMA em 40 ratos e realizou andlise histoldgica

aos 7, 14, 45 e 60 dias, constatando a presenca de infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario
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com formacéo de fina cépsula fibrosa incompleta circundando o material implantado, o que
coincide com nossos achados.

O estudo histologico das laminas do grupo A (animais 1, 2, 3, 4, e 5), cujas pecas
foram colhidas no vigésimo primeiro dia pés-implante (T2) foi observado uma reagédo
inflamatoria de leve a moderada, com presenca de infiltrado de polimorfonucleres como
neutrdfilos, eosindfilos, houve também a presenca de linfomononucleares, neo formacéo
vascular penetrando no hidrogel e fina cépsula fibrotica. As células gigantes também
presentes em todos 0s cortes estudados, sugere uma reacdo moderada, do tipo corpo estranho
(Figs 11 a 19), que quando comparados com os resultados do grupo B, sugere uma redugéo na
reagdo inflamatdria aguda.

No material estudado do grupo C (animais 8, 9, 10, 11 e15), cujo tempo decorrido para
a coleta dos implantes foi de oitenta e quatro dias (T3) evidenciou-se uma grande reducdo no
namero de polimorfonucleres e linfomononucleares comprovando a reducdo das reagdes
agudas locais com o decorrer do tempo®®’. As células gigantes mantiveram-se estaveis,
demonstrando que ndo houve aumento da reacdo tipo corpo estranho durante o tempo
decorrido entre os grupos A e B. A presenca da angiogénese a partir do sétimo dia pés-
implante manteve-se estavel durante o tempo estudado, com penetracdo no gel em todas as
regides implantadas, cartilagem, peridsteo e muscular.

No periodo estudado houve reducdo da fibrogénese em relacdo ao tempo,
comprovando seu baixo poder de provocar reacdo tipo corpo estranho. Campos et al’®, 2011,
estudaram durante um ano as reacdes histologicas decorrentes da aplicacdo do PMMA em
ratos e verificaram que houve um aumento da fibrose no periodo estudado.

N&o foi constatada infeccdo local ou outras intercorréncias que sugerisse falha ou
contaminacdo externa no ato das intervencBes. Os animais foram acompanhados no pos-
operatorio por um periodo de 30 dias e ndo apresentaram nenhuma alteracdo nas feridas

operatdrias, sem secrecdo e com boa cicatrizagéo.
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Com base nos resultados obtidos, com metodologia empregada, pode-se concluir que:
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1. O fato de ndo ter havido migracéo, infeccdo nem extrusdo do hidrogel nos sitios de

implantacdo durante o tempo estudado demonstra sua baixa toxicidade

biocompatibilidade com os tecidos.

e

2. A neoformacédo vascular encontrada penetrando no hidrogel a partir do 7° dia e

mantendo-se durante todo periodo estudado, comprovou a boa integracdo aos varios

tipos de tecidos, o que nos incentiva a aprofundar as pesquisas para utilizacdo do

hidrogel como biomaterial.

A formacdo de capsula fibrotica de leve intensidade, apresentou uma pequena

diminuicdo com o passar do tempo, que confirma baixa reacdo do tipo corpo

estranho;

Diante dos resultados encontrados, acreditamos que o estudo por um periodo mais

prolongado, podera trazer conclusdes que no futuro possibilitem a utilizacdo do

hidrogel em ensaios clinicos.
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APENDICE

VIRTUS IMPAVIDA

APENDICE A

Tabelas 21 - PMN — GRUPO A — T,-21° DIA POS-IMPLANTE DO HIDROGEL

AMOSTRA | PMN1 PMN 2 PMN 3 PMN 4 PMN 5 LOCAL
1 ++ eosi ++ eosi + eosi + eosi + eosi cranio
2 X + eosi X + eosi ++ eosi orelha
3 X X ++ eosi X X orelha
4 X X X X ++ eosi orelha
5 X X ++ eosi ++ eosi X orelha
6 X + eosi + eosi + eosi X coxa
7 ++ eosi X X + eosi + eosi coxa
8 ++ eosi X ++ eosi + eosi ++ eosi coxa
9 ++ eosi + eosi ++ eosi + eosi + eosi coxa
10 ++ eosi X ++e0si X X coxa
11 ++ eosi + eosi ++e0si + eosi ++ eosi coxa
12 ++ eosi ++ eosi ++ eosi X ++ eosi coxa
13 ++ eosi + eosi X + eosi + eosi coxa

Grupo A. T, Grau de intencidade do Infiltrado polimorfonuclear (eosinéfilo e neutréfilo)



Tabela 22 - PMN — GRUPO B — T, = 21°DIA POS-IMPLANTE DO HIDROGEL
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AMOSTRA PMN 6 PMN 7 PMN 12 PMN 13 PMN 14 LOCAL
1 +++ eosi +++ eosi +++ eosi ++ eosi ++ eosi cranio
2 X + eosi +++ eosi ++ eosi +++ eosi orelha
3 +++ eosi X +++ eosi X ++ eosi orelha
4 +++ eosi X X ++ eosi ++ eosi orelha
5 X + eosi +++ eosi ++ eosi +++ eosi orelha
6 X ++ eosi X +++ eosi +++ eosi coxa
7 +++ eosi X +++ eosi ++ eosi +++ eosi coxa
8 +++ eosi +++ eosi +++ €0si X +++ eosi coxa
9 +++ eosi +++ eosi X +++ eosi +++ eosi coxa
10 +++ eosi +++ eosi +++ eosi X ++ eosi coxa
11 + eosi X +++ eosi +++ eosi coxa
12 +++ eosi + eosi +++ eosi ++ eosi coxa
13 +++ eosi +++ eosi +++ eosi +++ eosi +++ eosi coxa

Grupo B - Grau de intencidade do Infiltrado polimorfonuclear eosinéfilo e neutréfilo



Tabela 23 - PMN — GRUPO C- T3 = 84° DIA POS-IMPLANTE DO HIDROGEL

AMOSTRA PMN 8 PMN 9 PMN 10 PMN 11 PMN 15 LOCAL
1 - - - - - crénio
2 _ X X X X orelha
3 X X - X X orelha
4 X X X X orelha
5 X X X X orelha
6 _ X - - coxa
7 X X - - + eosi coxa
8 - X + eosi - - coxa
9 - X X X X coxa
10 - - + eosi - coxa
11 - - - X - coxa
12 ++ eosi - + eosi + + €osi coxa
13 - - X - - coxa

Grupo C. T; Grau de intencidade do Infiltrado polimorfonuclear (eosinéfilo e neutréfilo)



Tabela 24 - LMN — GRUPO A — T,=21° DIA POS-IMPLANTE DO HIDROGEL
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AMOSTRA LMN 1 LMN 2 LMN 3 LMN 4 LMN5 LOCAL
1 ++ ++ + ++ ++ cranio
2 X ++ X ++ ++ orelha
3 X X ++ X X orelha
4 X X X ++ orelha
5 X ++ ++ X orelha
6 X ++ + ++ X coxa
7 + X + ++ coxa
8 ++ ++ ++ +++ coxa
9 ++ + ++ + ++ coxa
10 ++ X + X X coxa
11 ++ + ++ +++ ++ coxa
12 ++ ++ ++ X + coxa
13 + ++ X ++ ++ coxa

Grupo C. T3 Grau de intencidade do Infiltrado lifomononuclear




Tabela 25 - LMN — GRUPO B — T, = 7° DIA POS-IMPLANTE DO HIDROGEL

75

AMOSTRA LMN 6 LMN 7 LMN 12 LMN 13 LMN 14 LOCAL
1 + + + + ++ crénio
2 X ++ ++ + + orelha
3 ++ X ++ X + orelha
4 + X + + orelha
5 +++ + + orelha
6 X ++ X +++ ++ coxa
7 ++ X + + ++ coxa
8 +++ +++ ++ X ++ coxa
9 + + X + coxa
10 ++ + + X ++ coxa
11 ++ X ++ ++ coxa
12 + ++ + + coxa
13 ++ + ++ + ++ coxa

Grupo B. T; Grau de intencidade do Infiltrado lifomononuclear




Tabela 26 - LMN — GRUPO C — T3 = 84° DIA POS-IMPLANTE DO HIDROGEL

AMOSTRA LMN 8 LMN 9 LMN10 | LMN11 LMN 15 LOCAL
1 + + + + + crénio
2 + X X X X orelha
3 X X + X X orelha
4 X X X X X orelha
5 X X X X X orelha
6 + X + + coxa
7 X X ++ + + coxa
8 + X ++ + + coxa
9 + X X X coxa
10 ++ ++ + coxa
11 + + X + coxa
12 + + ++ ++ coxa
13 ++ + X + coxa

Grupo C T3 Grau de intencidade do Infiltrado lifomononuclear
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Tabela 27 - CG—- GRUPO A — T, = 21° DIA POS-IMPLANTE DO HIDROGEL
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AMOSTRA CG1 G CG3 CG4 CG5 LOCAL
1 ++ + + ++ + cranio
2 X + X + + orelha
3 X X + X X orelha
4 X X X X + orelha
5 X X + + X orelha
6 X + + + X coxa
7 ++ X X + + coxa
8 +++ X + ++ +++ coxa
9 +++ + + + ++ coxa
10 ++ X + X X coxa
11 ++ + + + coxa
12 +++ + + X ++ coxa
13 + + X + + coxa

Células Gigantes — Intensidade de células gigantes. Grupo A. T,



Tabela 28 - CG - GRUPO B — T1 = 7° DIA POS-IMPLANTE DO HIDROGEL
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AMOSTRA CG6 CG7 CG12 CG 13 CG 14 LOCAL
1 + ++ ++ + X créanio
2 X X X + + orelha
3 +++ X + X X orelha
4 +++ X X X X orelha
5 X ++ + + + orelha
3] X +++ X +++ ++ coxa
7 +++ X X ++ coxa
8 +++ ++ + + coxa
9 + + X X coxa
10 + X X X +++ coxa
11 +++ X ++ ++ coxa
12 X +++ X ++ coxa
13 +++ X +++ X ++ coxa

Células Gigantes — Intensidade de células gigantes. Grupo B. T
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Tabela 29 - CG—- GRUPO C — T3=84° DIA POS-IMPLANTE DO HIDROGEL

AMOSTRA CG8 G9 CG 10 CG1 CG 15 LOCAL
1 ++ + + + + cranio
2 ++ X X X X orelha
3 X X + X X orelha
4 X X X X orelha
5 X X X X orelha
6 ++ X ++ + coxa
7 X X + ++ + coxa
8 ++ X + ++ + coxa
9 ++ X X X X coxa
10 ++ + +++ + coxa
11 +++ + + X + coxa
12 ++ + + X + coxa
13 ++ + X ++ + coxa

Células Gigantes — Intensidade de células gigantes. Grupo C. T




Tabela 30 - VASOS — GRUPO A — T,= 21° DIA POS-IMPLANTE DO HIDROGEL
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AMOSTRA | VASOS1 VASOS 2 VASOS 3 VASOS 4 VASOS 5 LOCAL
1 + ¢/ penet. ++ ¢/ penet. + ¢/ penet ++ ¢/ penet. | ++ c/ penet. cranio
2 X ++ ¢/ penet. X + ¢/ penet. ++ ¢/ penet. orelha
3 X X ++ ¢/ penet X X orelha
4 X X X X ++ ¢/ penet. orelha
5 X X ++ ¢/ penet + ¢/ penet. X orelha
6 X ++ ¢/ penet. | +++ ¢/ penet + ¢/ penet. X coxa
7 ++ sem X X ++sem + ¢/ penet.. coxa

penet. penet.
++ ¢/ penet. X ++ ¢/ penet ++ ¢/ penet. | ++ c/ penet. coxa
+ sem penet. +++ ¢/ +++ ¢/ penet | +++ ¢/ penet. | ++ ¢/ penet. coxa
penet.
10 ++ ¢/ penet. X ++ ¢/ penet X X coxa
11 ++ ¢/ penet. | ++ c/ penet. + ¢/ penet + ¢/ penet. ++ ¢/ penet. coxa
12 ++ ¢/ penet. | ++c/penet. | ++ ¢/ penet. X + ¢/ penet. coxa
13 ++ ¢/ penet. ++ ¢/ penet. X ++ c/ penet. | ++ c/ penet. coxa

Vasos -Angiogénese — Espacos vasculares. Grupo A T2
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Tabela 31 - VASOS — GRUPO B — T, = 7° DIA POS-IMPLANTE DO HIDROGEL

Amostra vasos 6 vasos 7 vasos 12 vasos 13 vasos 14 LOCAL
1 +sem penet. | +sempenet. | ++sem penet. + sem penet. ++ sem penet. cranio
2 X + sem penet. + sem penet. + sem penet. + sem penet. orelha
3 ++ ¢/ penet. X ++ sem penet. X ++ sem penet. orelha
4 ++ ¢/ penet. X X +++ ¢/ penet. +++ sem orelha

penet.
5 X + sem penet. +++ penet. +++ ¢/ penet. +++ ¢/ penet. orelha
6 X + sem penet. X +++ ¢/ penet. +++ ¢/ penet. coxa
7 ++ ¢/ penet. X X + sem penet. +++ ¢/ penet. coxa
8 ++ ¢/ penet. + sem penet. ++ ¢/ penet. X +++ ¢/ penet. coxa
9 +sem penet. | + sem penet. X ++ ¢/ penet. +++ ¢/ penet. coxa
10 ++ ¢/ penet. +sem penet | ++ sem penet. X ++ ¢/ penet. coxa
11 + sem penet. X ++ ¢/ penet. +++ ¢/ penet. coxa
12 ++c/ penet. | ++sempenet. | ++sem penet. ++ ¢/ penet. coxa
13 ++ ¢/ penet. + sem penet. + sem penet. ++ ¢/ penet. ++ ¢/ penet. coxa

Vasos -Angiogénese — Espagos vasculares. Grupo B. T;
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Tabela 32 - VASOS — GRUPO C — T3 = 84° DIA POS-IMPLANTE DO HIDROGEL

AMOSTRA | VASOS8 VASOS 9 VASOS 10 VASOS 11 VASOS 15 LOCAL
1 ++ ++ ¢/ penet. ++ ¢/ penet. ++ ++ cranio
2 ++ ¢/ penet. X X X X orelha
3 X X ++ ¢/ penet. X X orelha
4 X X X X X orelha
5 X X X X X orelha
6 ++ ¢/ penet. X ++ ¢/ penet ++ ¢/ penet. coxa
7 X X ++ ¢/ penet. ++ ¢/ penet ++ ¢/ penet. coxa
8 + ¢/ penet. X + ¢/ penet. ++c/penet | +++c/ penet. coxa
9 + ¢/ penet. X X X X coxa
10 + ¢/ penet. ++ ¢/ penet. + ¢/ penet ++ ¢/ penet. coxa
11 ++c/ penet. | ++c/ penet. + + ¢/ penet. X + + ¢/ penet. coxa
12 + sem penet. + ¢/ penet. ++ ¢/ penet. X ++ ¢/ penet. coxa
13 ++ ¢/ penet. ++ ¢/ penet. X ++ ¢/ penet ++ ¢/ penet. coxa

Grupo C- Vasos -Angiogénese — Espagos vasculares por campo de grande aumento(40x).
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Tabela 33 - FIBROSE — GRUPO A — T,=21°DIA POS-IMPLANTE DO HIDROGEL

AMOSTRA | FIBROSE 1 | FIBROSE2 | FIBROSE3 | FIBROSE 4 FIBROSE5 | LOCAL
1 ++ ¢/ X + ¢/ encaps. + ¢/ encaps. ++ ¢/ encaps. cranio
encaps.
2 X + sem encaps. X +semencaps. | ++ ¢/ encaps. orelha
3 X X + ¢/ encaps. X X orelha
4 X X X X ++ ¢/ encaps. orelha
5 X X + ¢/ encaps. + ¢/ encaps. X orelha
6 X +semencaps. | +c/encaps. | +sem encaps. + coxa
7 ++ ¢/ X X + ¢/ encaps. + ¢/ encaps. coxa
encaps.
+ ¢/ encaps. X +c/encaps. | +semencaps. | ++ c/ encaps. coxa
+ ¢/ encaps. ++ encaps. ++ ¢/ ++ ¢/ encaps. | +++ c/ encaps. coxa
encaps.
10 ++ ¢/ X + ¢/ encaps. X X coxa
encaps.
11 +++ ¢/ + sem encaps. ++c/ + sem encaps. + ¢/ encaps. coxa
encaps. encaps.
12 + ¢/ encaps. + ¢/ encaps. + ¢/ encaps. X +++ ¢/ encaps. coxa
13 ++ ¢/ ++ ¢/ encaps. X +semencaps. | +c/encaps. coxa
encaps.

Fibrose — Grau da intensidade de fibrose encontrado. Grupo A T,



Tabela 34 - FIBROSE — GRUPO B — T1 = 7° DIA POS-IMPLANTE DO HIDROGEL
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AMOSTRA | FIBROSE 6 | FIBROSE | FIBROSE 12 | FIBROSE 13 | FIBROSE 14 LOCAL
7
1 + ¢/ encaps. +c/ + ¢/ encaps. + ¢/ encaps. + ¢/ encaps. cranio
encaps.
2 X ++sem +c/ encaps. | +semencaps. | + sem encaps. orelha
encaps.
+ ¢/ encaps. X + ¢/ encaps. X + ¢/ encaps. orelha
4 ++ ¢/ encaps. X X + ¢/ encaps. + ¢/ encaps. orelha
5 X +cl/ +semencaps. | + ¢/ encaps. + ¢/ encaps. orelha
encaps.
6 X ++sem X +++ sem ++ ¢/ encaps. coxa
encaps. encaps..
++ ¢/ encaps. X X +c/encaps. | ++ c/encaps. coxa
++c/encaps. | ++/+sem | +c/encaps. X ++ ¢/ encaps. coxa
encaps.
9 + ¢/ encaps. +c/ X +++ ¢/ + sem encaps. coxa
encaps. encaps.
10 + ¢/ encaps. + ¢/ + sem encaps. X ++ ¢/ encaps. coxa
encaps.
11 + ¢/ X + sem encaps. +++ ¢/ coxa
encaps. encaps.
12 + ¢/ encaps. + ¢/ + sem encaps. ++ sem coxa
encaps. encaps.
13 + + ¢/ +semencaps. | + ¢/ encaps. +++ ¢/ coxa
encaps. encaps.

Fibrose — Grau da intensidade de fibrose encontrado. Grupo B. T,
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Tabela 35 - FIBROSE — GRUPO C — T3 = 84° DIA POS-IMPLANTE DO HIDROGEL

AMOSTRA | fibrose 8 fibrose 9 fibrose 10 fibrose 11 fibrose 15 LOCAL
1 ++ ¢/ caps. ++ ¢/ caps. + ¢/ caps. +++ ¢/ caps. ++ ¢/ caps. cranio
2 + caps. X X X + ¢/ céps. orelha
3 X X + ¢/ céps. X X orelha
4 X X X X X orelha
5 X X X X X orelha
6 + ¢/ caps. X +++ ¢/ caps. +++ ¢/ caps. coxa
7 X X ++c/ ++ ¢/ caps. + ¢/ caps. coxa

caps.
8 + ¢/ caps. X ++c/ ++ ¢/ caps. ++ ¢/ caps. coxa
caps.
9 ++ ¢/ caps. X X X X coxa
10 ++ ¢/ caps. ++c/ ++ ¢/ caps. ++ ¢/ caps. coxa
caps.
11 ++ ¢/ caps. ++ ¢/ caps ++ ¢/ caps. X ++ ¢/ caps. coxa
12 ++ ¢/ caps. + ¢/ caps ++ ¢/ caps. X ++ ¢/ caps. coxa
13 ++ ¢/ caps. ++ ¢/ caps X ++ ¢/ caps. ++ ¢/ caps. coxa

Fibrose — Grau da intensidade de fibrose encontrado. Grupo C. Ts



86

Em 04 de julho, no sétimo dia POs-implantes do Grupo B (T1) (animais 6, 7, 12, 13 e
14), foi realizada a primeira intervencdo cirdrgica para coleta das pecas com os implantes.
Para o procedimento, os animais foram submetidos a anestesia geral utilizando-se as mesmas

dosagens anteriores (Tabela 36).

Tabela 36. Grupo B. T

Data Coelho Peso Atropina Ketamina + Xilazina
04/07/12 06 2.515 0,004mg/kg 0,2ml/kg
04/07/12 07 2.990 0,004mg/kg 0,2ml/kg
04/07/12 12 2.320 0,004mg/kg 0,2ml/kg
04607/12 13 2.730 0,004mg/kg 0,2ml/kg

4/07/12 14 2.609 0,004mg/kg 0,2ml/kg

Em 11de julho de 2012, no vigésimo primeiro dia do implante do Grupo A (T2)
(animais 1, 2, 3, 4 e 5) foi realizada a segunda coleta das pecas com os implantes de hidrogel
e dos controles. Todos os animais foram pesados e receberam anestesia geral (Tabela 37).

Tabela 37. Animais do grupo A (Ta)

Data Coelho Peso Atropina Ketamina + Xilazina
11/07/12 1 2.420 0,004mg/kg 0,2ml/kg
11/07/12 2 2.609 0,004mg/kg 0,2ml/kg
11/07/12 3 2.690 0,004mg/kg 0,2ml/kg
11/07/12 4 2.850 0,004mg/kg 0,2ml/kg
11/07/12 5 2.725 0,004mg/kg 0,2ml/kg
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Em 12 de setembro de 2012, octogésimo quarto dia pos-implante do grupo C (Ts)
(animais 8, 9, 10, 11, e 15) (Ts), foi realizada a terceira coleta dos implantes de hidrogel, no
Nucleo de Cirurgia Experimental da UFPE. Todos os animais foram pesados e receberam

anestesia geral (Tabela 38).

Tabela 38. Animais do grupo C (Ts)

Data Coelho Peso Atropina Ketamina + Xilazina
12/09/12 8 2.619 | 0,004mg/kg 0,2ml/kg
12/09/12 9 2.914 0,004mg/kg 0,2ml/kg
12/09/12 10 2.390 | 0,004mg/kg 0,2ml/kg
12/09/12 11 2.565 | 0,004mg/kg 0,2ml/kg
12/09/12 15 2.442 | 0,004mgl/kg 0,2ml/kg




ANEXO A

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Recife, 07 de novembro de 2012.
Oficio n° 507/12

Da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof. José Lamartine de Andrade Aguiar
Pés-Graduagéo em Cirurgia — CCS

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 23076.012705/2012-33

Os membros da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado, “Alteragdes histolégicas provocadas pelo gel do biopolimero de cana-
de-aglcar aplicado no espago subcutaneo cartilaginoso, periostal e musculo
aponeurético em coelhos”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagcdo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentac@o Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais so adotadas como critérios de
avaliagéo e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 11,794
de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins cientificos e
didaticos

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a serem
realizados

Origem dos animais: Associagdo Pernambucana da Atenciosamente,
Criadores de Coelhos e Biotério do NCE (manutengao) -
UFPE; Animais: Coelhos; Sexo: machos: Idade: aultos |
jovens; Peso: 2,5 e 3kg; Numero de animais previsto no |

rotocolo: 48 |

eresa Jansem
Presidente do CEEA
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