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RESUMO

Objetivos: Atualmente, a matriz dérmica acelular de origem porcina (MDAP) tem sido
proposta como alternativa ao enxerto de tecido conjuntivo subepitelial (ETCS) e as matrizes
dérmicas acelulares em cirurgias periodontais. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar
histologicamente a biocompatibilidade por meio de reagOes teciduais resultantes da
implantacdo subcutanea da MDAP em ratos. Materiais e métodos: No estudo, vinte e quatro
ratos foram divididos aleatoriamente em grupos com diferentes tempos experimentais, 0s quais
receberam duas membranas de MDAP que foram colocadas de forma subcutédnea em seu dorso
através de uma incisdo de 10 mm e acompanhadas até os tempos 7, 14, 21 e 28 dias. Apds
eutanasia de cada tempo experimental, as matrizes e os tecidos circundantes foram dissecados
e colocados em solugdo de formalina a 10%. Posteriormente, nas analises histologicas, foram
avaliadas a taxa de infiltracdo celular e absorcdo da MDAP nos respectivos tempos
experimentais. Resultados: Houve um processo inflamatorio crénico ao longo do estudo, o
qual foi discreto aos 7 dias e intensificou-se aos 14 e 21 dias, observando migracdo celular e
inicio de formacao de novos vasos sanguineos entre as fibras colagenas. Aos 28 dias, foi notavel
a reducdo do processo inflamatério, e uma quantidade maior de células e vasos foram
observadas juntamente a uma transi¢do gradual entre os limites do enxerto e do tecido do
hospedeiro. Conclusdo: Com a notoria e significativa vascularizacdo e a infiltracdo celular ao
longo dos tempos experimentais, a matriz MDAP se mostrou biocompativel ao tecido

conjuntivo do hospedeiro.

Palavras-chaves: Biocompatibilidade; Matriz dérmica acelular; Cirurgias periodontais.



ABSTRACT

Objectives: Currently, porcine acellular dermal matrix (MDAP) has been proposed as an
alternative to subepithelial connective tissue graft (ETCS) and acellular dermal matrices in
periodontal surgery. Thus, the aim of this study was to histologically evaluate the
biocompatibility through tissue reactions of subcutaneous implantation of MDAP in rats.
Methods: In the study, twenty-four rats were randomly divided into groups with different
experimental times, which received two MDAP membranes that were subcutaneously placed
on their back through a 10 mm incision and followed up to 7, 14, 21 and 28 days. After
euthanasia of each experimental time, the matrices and surrounding tissues were dissected and
placed in 10% formalin solution. Subsequently, in the histological analyses, the rate of cellular
infiltration and absorption of MDAP in the respective experimental times were evaluated.
Results: There was a chronic inflammatory process throughout the study, which was mild at 7
days and intensified at 14 and 21 days, observing cell migration and beginning of formation of
new blood vessels between collagen fibers. At 28 days, the reduction of the inflammatory
process was remarkable, and a greater amount of cells and vessels were observed together with
a gradual transition between the limits of the graft and host tissue. Conclusion: With the
notorious and significant vascularization and cellular infiltration over experimental times, the

MDAP matrix proved to be biocompatible with the connective tissue of the host.

Keywords: Biocompatibility; Acellular dermal matrix graft; Periodontal surgeries.
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1. INTRODUCAO

A engenharia tecidual tem contribuido para o avango das pesquisas em Periodontia.
Um dos principais objetivos desta busca € o estabelecimento de uma matriz biocompativel que
tenha a capacidade de restabelecer os tecidos gengivais perdidos por meio de repovoamento
celular e incorporagéo aos tecidos do hospedeiro. Estes materiais devem ndo somente ajudar no
reparo da ferida cirdrgica, devolvendo saude ao hospedeiro, mas também atingir resultados
estéticos satisfatorios a0 menos equivalentes ao enxerto autgeno.* Nas cirurgias periodontais,
0 enxerto de tecido conjuntivo subepitelial (ETCS) € considerado o padrdo ouro, muito embora
a sua coleta esteja associada ao risco de complicacbes pds-operatorias devido a segunda area
cirtirgica e também a limitacéo da quantidade disponivel de enxertia por procedimento.?

Para evitar essas limitacdes, estdo disponiveis no Mercado mundial inUmeras
matrizes que se propdem a substituir o ETCS. Desde 1996, a matriz dérmica acelular (MDA)
vem sendo utilizada em procedimentos periodontais em substituicdo ao ETCS e também em
reconstrugdes cirdrgicas de pacientes queimados.> >3 A MDA ¢ obtida de tecido dérmico
humano com a remocdo da camada epidérmica e de todos os componentes celulares. Esse
processo, porém, ndo danifica a matriz extracelular colagena e de elastina, deixando uma
estrutura biologicamente compativel para a migracdo de queratindcitos e fibroblastos,
favorecendo o repovoamento celular e a incorporacgdo da matriz aos novos tecidos formados.'*
15

Um dos pontos mais criticos sobre a incorporacdo das matrizes dérmicas € a
producdo de um enxerto livre de patdgenos e outros componentes imunogénicos (células do
doador e componentes celulares), enquanto as propriedades intrinsecas da matriz dérmica sdo
mantidas. Em um estudo histoldgico em cées,* foi possivel observar a presenca de células
inflamatdrias no processo de incorporacdo da MDA aos tecidos hospedeiros, porém sem sinais
clinicos de resposta de corpo estranho; ap6s 4 e 8 semanas, o infiltrado inflamatorio diminuia
progressivamente. Em um estudo em humanos, infiltrado inflamatdrio crénico foi observado
nos sitios enxertados no tempo pos-cirdrgico de 6 meses.

Embora a MDA esteja bem documentada na literatura, no mercado brasileiro a
matriz ndo pode ser comercializada por ser de origem humana. Com o intuito de solucionar essa
deficiéncia, desenvolveu-se a MDA de origem porcina (MDAP), com as vantagens de se evitar
0 uso de tecido de origem humana, maior disponibilidade, baixo custo e capacidade de coleta
em grandes quantidades.!” A MDAP promete ser um avango no processamento xenogénico,

que se destaca por manter a estrutura de forma intacta, com um arcabougo néo danificado que



favorece o crescimento microvascular. O tipo de processamento dessa matriz permite a
revascularizacéo rapida, repovoamento celular e limitado processo inflamatdrio. Apesar de sua
utilizacdo ja ter sido autorizada na Europa, no Canada e no Chile, ainda sdo escassas as
evidéncias na literatura sobre seu comportamento frente ao hospedeiro.

Assim, o objetivo deste estudo foi verificar, por meio de andlises histoldgicas, a
bicompatibilidade da MDAP quando implantada em sitio subcutaneo de ratos.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Calculo do tamanho da amostra

O célculo de tamanho amostral foi realizado pelo programa Graphpad Statemate
2.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA). O tamanho da amostra ideal para
assegurar poder de 80% na andlise estatistica dos dados obtidos neste estudo foi calculado
considerando-se as diferengas das médias e desvios-padrdo da integracdo tecidual nos grupos
com implantacio de MDAP do estudo de Pabst!’ sendo o valor de a ajustado em 0,05. Dessa
forma, chegou-se a um tamanho amostral adequado de 6 animais por grupo experimental em

cada tempo analisado.

2.2.  Apreciacdo ética

A pesquisa foi realizada respeitando-se 0s principios éticos da experimentacéo
animal, bem como as normas para a préatica didatico-cientifica da vivissec¢do dos mesmos (Lei
11.794/2008), a Declaracdo Universal dos Direitos dos Animais da UNESCO (Organizacao das
Nacdes Unidas para Educacdo, a Ciéncia e a Cultura), as normas da Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratorio e a legislacdo em vigor (Lei9605/1998). Somente ap6s a
apreciacdo e a aprovacdo pela Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal (CEEA) da
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto (FORP) da Universidade de Sdo Paulo (USP), esta

pesquisa foi realizada.

2.3.  Modelo experimental

Foram utilizados 24 ratos machos SCID com 6 a 8 semanas de vida, pesando em
torno de 350mg. Os animais foram acomodados em trios em gaiolas tradicionais e submetidos
a um periodo de 14 dias de aclimatacdo com o ambiente e com equipe de execucdo do projeto.
A sala foi climatizada a uma temperatura de 22+2 °C e com ciclos de 12/12h claro-escuro.
Durante todo o experimento, os animais consumiram racao sélida selecionada e &gua ad libitum.
Eles foram aleatoriamente divididos em grupos com diferentes tempos experimentais a fim de
avaliar a taxa de infiltracdo celular e absor¢édo da MDAP utilizada, constituindo as seguintes

situacoes:
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Grupo A: Ratos com implantacdo de MDAP, eutanasiados apds 7 dias do inicio do experimento (n = 6);
Grupo B: Ratos com implantacdo de MDAP, eutanasiados apés 14 dias do inicio do experimento (n = 6);
Grupo C: Ratos com implantacdo de MDAP, eutanasiados apés 21 dias do inicio do experimento (n = 6);

Grupo D: Ratos com implantagdo de MDAP, eutanasiados apds 28 dias do inicio do experimento (n = 6).

Apos o periodo de aclimatacdo, todos os animais foram submetidos a cirurgia para
implantacdo de duas pecas de MDAP (NovoMatrix — BioHorizons - Ontario, Canada) medindo
5mm x 5mm subcutaneamente, uma na superficie dorsal a direita e uma a esquerda, como
descrito na literatura anteriormente.’

Os animais foram anestesiados. O sitio cirurgico foi tricotomizado e, apds a
desinfeccdo do dorso com iodopolividona, uma incisdo de 10mm na pele foi feita. As
membranas foram alocadas aleatoriamente na superficie dorsal a direita e outra a esquerda. O
fechamento da ferida foi obtido com 4 suturas distando 2mm, com fio de Nylon 5-0 em sutura
simples continua. Os animais foram eutanasiados em uma cdmara de eutandsia de didxido de
carbono de acordo com o tempo experimental de cada grupo, com dose letal de anestésico. Os
residuos das membranas foram removidos com o tecido conjuntivo circundante e fixados em

solucdo de formalina a 10%.

2.4. Intercorréncias

A cicatrizacdo pds-operatoria transcorreu com uma intercorréncia, na qual 1 rato do
grupo 7 e outro do grupo 21 tiveram deiscéncias das feridas. Ndo foram observadas

complicaces como infeccdo, sangramento ou reacGes alérgicas.

2.5.  Coleta de amostras para Histologia

As matrizes e os tecidos circundantes foram dissecados do dorso e colocados em
solucéo de formalina a 10% a temperatura ambiente por 48h. De cada espécime foram utilizadas
cinco (05) laminas, de corte seriado sagital, para coloracdo por hematoxilina e eosina (HE).
Anélises qualitativas dos tecidos foram realizadas avaliando-se a densidade e a orientagdo das
fibras colagenas, a integracdo com o leito hospedeiro e a reacdo de corpo estranho, pela presenca

de células gigantes multinucleadas.
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3. RESULTADOS

3.1.  Analise Histoldgica

Imagens representativas da interagdo da MDAP com o leito hospedeiro estdo
apresentadas na Figura 1.

No tempo de 7 dias, observou-se infiltrado inflamatério mononuclear no tecido
conjuntivo imediatamente adjacente aos limites da MDAP, com vasos sanguineos e
adensamento de feixes de fibras coladgenas, orientados paralelamente a interface com o enxerto
(Figura 1A, B). Em 14 dias, era evidente a infiltragdo celular por entre as fibras coladgenas da
MDAP e, ocasionalmente, a ocorréncia de novos vasos sanguineos. Células gigantes
multinucleadas do tipo corpo estranho encontravam-se no infiltrado inflamatério do tecido
conjuntivo adjacente, mas aderidas aos feixes de fibras coldgenas da MDAP (Figura 1C, D).
Em 21 dias, o infiltrado celular na MDAP tornou-se mais intenso, dificultando a pronta
visualizacao dos limites do enxerto, que ainda exibiam células gigantes multinucleadas. Fibras
colagenas do tecido conjuntivo adjacente mostravam-se com novas orientacdes, tendendo a
seguir a direcdo das fibras colagenas da MDAP e com as quais aparentemente se mesclavam
(Figura 1E, F). Em 28 dias, a MDAP apresentava-se com importante celularidade e com novos
vasos sanguineos, de diametros reduzidos, apenas em sua periferia, ainda que em toda a sua
extensdo. O tecido conjuntivo adjacente exibia discreto infiltrado inflamatorio e raras células
gigantes multinucleadas, com aspectos de células em processo degenerativo, com vacuolizacdo
citoplasmatica. Conjuntamente, esses aspectos impediam definir prontamente os limites do

enxerto (Figura 1G, H).
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Figura 1. Microscopia de luz de secces histologicas de enxertos de matriz dérmica acelular de origem
porcina (MDAP) em subcutaneo de ratos, nos tempos de 7 (Ae B),14(CeD),21 (EeF)e 28 (Ge H)
dias de reparo. Em A, C, E e F, os aspectos panoramicos da interagdo da MDAP com o leito hospedeiro.
Em B, D, F e H, asteriscos (*) indicam MDAP, com densos feixes de fibras colagenas em diferentes
direcdes. Em D e F, as setas apontam para células gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho
aderidas a feixes de fibras colagenas da MDAP. Enquanto em 7 dias (B) é abrupta a transicdo entre a
MDAP e o tecido conjuntivo do leito hospedeiro, ja com infiltrado de células inflamatdrias, em 28 dias
(H) a contiguidade de fibras colagenas, a reducdo do infiltrado inflamatério e a invasao de células na
periferia da MDAP dificultam a identificacdo precisa de seus limites. Coloracdo de Hematoxilina e
Eosina (HE). Barras de escala: em G, também para A, C e E = 1,2 mm; em H, também para B, D e F =
100 um.
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4. DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo mostraram que a MDAP utilizada apresentou boa
biocompatibilidade com o tecido conjuntivo hospedeiro nos tempos de 7, 14, 21 e 28 dias p0ds-
implantacdo. O processo inflamatdrio crénico que se desenvolveu ao longo desse periodo foi
determinante para a incorporacdo dos limites da MDAP pelo leito receptor. Discreto aos 7 dias,
permitindo a pronta visualizagéo dos limites do enxerto, intensificou-se aos 14 e 21 dias, quando
se observaram ceélulas gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho aderidas as fibras
colagenas da matriz, migracao celular e inicio da formacéo de novos vasos sanguineos por entre
essas fibras. Aos 28 dias, com a reducdo do processo inflamatorio, notaram-se quantidade maior
de células e de novos vasos de calibre reduzido no interior da matriz, e transicdo gradual entre
os limites do enxerto e o tecido hospedeiro.

Em concordancia com os resultados apresentados, Rothamel*® avaliaram o padréo
de biodegradacdo de matrizes de coldgeno suinas em ratos, observando discreta migracdo
celular aos 7 dias. Aos 14 dias, os autores também encontraram células gigantes multinucleadas
contiguas as fibras colagenas da matriz e formagdo de novos vasos sanguineos partindo do
tecido conjuntivo adjacente. Os 28 dias, assim como no presente trabalho, células distribuiam-
se homogeneamente por toda a matriz e novos vasos ocorriam no interior do enxerto. Por sua
vez, Novaes! estudaram a implantacdo de MDA humana em cachorros, notando a presenca de
pequenos vasos proximos ao enxerto e infiltracdo celular aos 14 dias. Em 28 dias, a orientacéo
das fibras colagenas e a continuidade do tecido conjuntivo do hospedeiro com a matriz
permitiram a interpretacdo de que houve boa incorporacdo do enxerto ao leito receptor.

A literatura descreve a importancia dos fendmenos de ades@o e migracédo celulares
e de formagcéo de novos vasos sanguineos para o interior das matrizes dérmicas.'® Com efeito,
essas matrizes servem de arcabouco para a formacdo de um novo tecido conjuntivo ao longo
do tempo,! sendo que se espera reacdo inflamatoria minima para que esse processo ocorra
paulatinamente. A presenca de células gigantes multinucleadas faz parte deste processo de
degradacéo das fibras do enxerto e de reparo de feridas, participando ativamente do processo
de incorporagéo dessas matrizes por meio da liberacdo de citocinas relacionadas a diferenciacdo
de macrdfagos de fendtipo tipo 2 e a liberagdo de fatores de crescimento.®

Por fim, dentro dos limites do presente estudo, é possivel concluir que a MDAP se
mostrou biocompativel ao tecido conjuntivo do leito hospedeiro.
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Prof. Dr. Michel Reis sora
Presidente da Comissao de Graduacao
FORP/USP
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IIma. Sra.
Profa. Dra. Maria Cristina Borsato

Presidente da Subcomissdo para Avaliagdo dos TCCs da FORP

FORMULARIO DE INDICACAO DE ORIENTADOR(A)

DADOS PESSOAIS
Nome: Barbara Do Bem Balbino
N° USP: 10294202 Periodo: 9° periodo
Telefone de contato: (19) 98221-2505 E-mail USP: barbara.dobem@usp.br

INFORMACOES SOBRE O TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

Nome do Orientador(a): Arthur Belém Novaes Junior
Departamento: DCTBMFP
Area de conhecimento: Periodontia

Subarea: Biomateriais

MODALIDADE

Modalidade: Pesquisa Cientifica, Tecnologica

e Educacional

ACEITE DO(A) ORIENTADOR(A)

Eu, Prof(a). Dr(a). Arthur Belém Novaes Junior, aceito ser orientador(a) do(a) aluno(a) supracitado(a),
comprometendo-me a orientar, acompanhar e avaliar o desenvolvimento de seu Trabalho de Conclusdo de Curso em

todas as suas etapas.

Declaramos ter pleno conhecimento do Regulamento dos Trabalhos de Conclusdo de Curso da FORP, estando,
portanto, cientes de que este TCC podera ser incluido na Biblioteca Digital de trabalhos Académicos (BDTA) da
USP.

Banbona. ds Bima Bl buns %t@ me |

Barbara do Bem Balbino Prof. Dr. Arthur Belem Novaes Junior






