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1 INTRODUCAO



Avancos no campo de biomateriais e suas aplicacbes médicas como para
correcao de paralisias ou mesmo para preenchimento de espacos laringeos, indicam
a importancia e o potencial de varios polissacarideos de origem microbiolégica no
desenvolvimento de novas classes de materiais biomédicos (Czaja et al, 2006). Tais
biomateriais ndo devem elicitar respostas inflamatérias deletérias que dificultem
ainda mais defeitos a serem corrigidos. Dentre estes materiais encontra-se a
celulose bacteriana (Lipp et al, 2010).

Procuramos estudar a resposta tecidual aos biomateriais, alteracdes
anatomopatolégicas do processo cicatricial da regido infraglotica, glotica e dorso
nasal com o implante de celulose bacteriana. Tais experimentos sdo descritos nos
trabalhos “Avaliacdo da resposta tecidual e deslocamento medial da prega vocal ao
implante de celulose bacteriana em coelhos. Estudo experimental”; “Avaliagdo da
resposta inflamatéria traqueal ao curativo de celulose bacteriana apos escarificacao
cirurgica em coelhos” e “Estudo experimental da resposta tecidual a presenca de
celulose produzida por Acetobacter xylinum no dorso nasal de coelhos”.

Do ponto de vista biologico o ideal seria que o implante se integrasse com os tecidos
ao redor, permitindo sua estabilidade e incorporacdo, como ocorre em geral com 0s
biomateriais (Czaja et al, 2007).

Segundo Sevastjanova et al (1987) quando um polimero sintético €
implantado no organismo, a primeira reacdo deste € a destruicdo do implante e
necrose do tecido receptor. E sabido que ha uma reac&o universal do organismo,
inicialmente com formacédo de tecido inflamat6rio composto de células de exsudato
sangiineo e desenvolvimento de tecido inflamatério, com acumulo de biopolimeros
no tecido conjuntivo extracelular da matriz. O processo completa-se com a formagao

by

de tecido conjuntivo denso rico em colageno, levando a reparacdo anatbmica e



biomecanica do defeito. Por isso, a biocompatibilidade do material implantado pode
ser avaliada por métodos morfolégicos com a analise do tecido conjuntivo, fibras de
colageno e glicosaminoglicanos ao redor do implante. Esses resultados dependerao
de algumas caracteristicas préprias do material como porosidade, textura da

superficie, consisténcia e propriedades fisico-quimicas.

1.1 Celulose Bacteriana

A pesquisa de material biocompativel busca encontrar um substituto do tecido
humano que ndo desencadeie distarbio tecidual, e que também interaja
favoravelmente com o tecido hospedeiro, aproximando-se ao maximo das
gualidades exigidas pela funcéo especifica a ser exercida por aquele 6rgéo ou tecido
reparado (Czaja et al, 2007; Ko et al, 2010).

O material utilizado em implantes ndo pode ser rejeitado e ndo pode causar
uma resposta inflamatéria, devendo ser, portanto, biocompativel. Além disso, deve
promover a cura e a regeneracao tecidual e, quando necessario, ser biodegradavel
(Chen e Wu, 2005; de Castro Brés et al, 2010).

Nos ultimos anos, uma grande variedade de biomateriais vem sendo
desenvolvida com diferentes propriedades fisico-quimicas e mecanicas, dependendo
da aplicacdo biomédica prevista. Inclui-se nesse contexto regeneracédo tecidual,
sistemas de liberacdo de medicamentos (Pritchard et al, 2010), novos enxertos
vasculares (Fink et al, 2010) ou suportes para engenharia de tecidos in vitro e in vivo
(Serrano et al, 2004; Czaja et al, 2007).

Farah (1984), de forma empirica, e utilizando meios através da fermentacao
da bactéria Acetobacter xylinum conseguiu produzir a biocelulose, ou celulose

bacteriana, que logo despertou o interesse médico, a principio, devido a sua grande



semelhanga com a pele humana. Posteriormente, observou-se que apresentava
propriedade fisico-quimica de permeabilidade seletiva que permitia a passagem de
gases, impedindo a passagem de liquidos e o transito de microorganismos.

A celulose bacteriana possui uma nanoestrutura fibrilar Gnica, que determina
propriedades fisicas e mecéanicas caracteristicas e Ihe conferem papel bastante
promissor na medicina moderna e nas pesquisas biomédicas (Hoenich, 2006; Czaja et
al, 2007). Ela é um homopolimero linear de glicose (C6H1005)n, com n variando de
500 a 5000, e é o material polimérico mais difundido na natureza (Muller et al, 2006).
E insolivel em agua e é degradado na natureza por enzimas. A producéo da celulose
faz-se pela polimerizacéo das cadeias de glicose e pela cristalizacdo de microfibrilas,
um processo celular direto da Acetobacter xylinum (Martson et al, 1999).

Tal polissacarideo é excretado para o meio extracelular em longas nanofibras nao
agregadas por diversas bactérias, entre elas a Acetobacter xylinum (Brown et al, 1976).
Esta bactéria constréi uma pelicula de celulose bacteriana entre o meio de cultura e a
superficie gasosa, que tem de um lado uma superficie densa, e do lado oposto uma
camada gelatinosa, que estd em contato com o liquido (Backdahl et al, 2006).

Diferente da celulose das plantas, a celulose bacteriana, ndo contém
lignina, que € uma macromolécula tridimensional amorfa encontrada nas plantas
terrestres, associada a celulose na parede celular, cuja funcdo é de conferir
rigidez, impermeabilidade e resisténcia a ataques microbiol6gicos e mecanicos
aos tecidos vegetais. Também ndo contém componentes de origem animal e
nenhuma espécie de proteina estranha e, portanto, ndo causa reacdes alérgicas
(Sanchavanakit et al, 2006).

A sua estrutura nanofibrilar vem sendo utilizada em diversas aplicagcbes

médicas como: substituto temporario de pele no tratamento de lesdes, queimaduras,
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Ulceras, enxertos; como curativo de ferimentos e auxiliar em abrasdes dérmicas
(Fontana et al, 1990; Costa et al, 2005: Sanchavanakit et al, 2006).

A celulose bacteriana € um material promissor também na producdo de
suportes (scaffolds) de tecido cartilaginoso visto que possui alta resisténcia no
estado umido, ser moldavel in situ, biocompatibilidade, relativa simplicidade, e baixo
custo de producao (Svensson et al, 2005).

Helenius et al (2006), em seu trabalho com a celulose bacteriana in vivo
contribuiram para um maior conhecimento sobre este biomaterial e sua interagéo
com células. Utilizaram pedacos de celulose bacteriana, que foram implantados no
tecido subcutaneo de ratos, e sua biocompatibilidade in vivo foi avaliada. Os
implantes de celulose bacteriana ndo causaram reacdo de corpo estranho, nao
apresentaram formacao de fibrose ou encapsulamento e o tecido conjuntivo dos
ratos apresentou-se muito bem integrado as estruturas de celulose bacteriana. Apds
semanas do implante, os fibroblastos estavam completamente integrados na
estrutura da celulose e sintetizaram colageno. Neste estudo foi mostrado que a
densidade do material influencia na forma e na invasao das células e, quanto maior
a densidade da celulose bacteriana, menor a migracéo celular. Foi observado que as
diferentes formas dos nucleos dos fibroblastos dependem da dire¢do das nanofibras
de celulose e que o novo tecido formado apresentou vascularizacao.

A celulose bacteriana tem sido utilizada com sucesso como curativo em escaras
de pele, gqueimaduras, dermoabrasfes e em areas doadoras de pele. Também foi
utilizada como substituta de meninge, dorso nasal, membrana timpanica e como
material de revestimento de proteses intravasculares e de traquéia para evitar estenose

circunferencial (Panerari et al, 2008; Costa et al, 2008; Amorin et al, 2009).



Kolodziejczyk e Pomorski (1999) implantaram pedacos de celulose bacteriana
(1 cm de diametro) no subcuténeo de coelhos e examinaram-0s periodicamente
(uma e trés semanas). Os implantes n&do causaram quaisquer respostas
inflamatGrias macroscopicas e observagdes histolégicas mostraram apenas um
pequeno numero de células gigantes e uma fina camada de fibroblastos na interface
entre a celulose e o tecido. Os resultados positivos também foram obtidos por Oster
et al (2003) em um estudo in vitro utilizando fibroblastos de rato. Um estudo
especifico in vivo da biocompatibilidade de celulose bacteriana foi realizado por
Klemm et al (2001), que implantou celulose na forma de um tubo oco como uma

interposicao de segmento das artérias carotidas de ratos.

1.2 Biocompatibilidade

O conceito de biocompatibilidade é baseado na interacdo entre o material a
ser implantado e o ambiente biolégico receptor. A falha de um biomaterial em
oferecer biocompatibilidade geralmente € revelada por um rompimento das
propriedades do material ou por uma resposta bioldgica insatisfatéria. O principal
aspecto da biocompatibilidade € a resposta tecidual local. A resposta do processo
cicatricial € um fenbmeno dinamico, no qual as células e seus produtos interagem
para reparar o tecido danificado. Muitas células estdo envolvidas neste processo
reparativo, incluindo macréfagos e leucdcitos polimorfonucleares. A observacdo da
distribuicdo e contagem dessas células podem ser usadas na descricdo da reacao
inflamatoria (Vince et al, 1991).

Segundo o Dorland’s Medical Dictionary, biocompatibilidade é descrita como a
capacidade de ndo apresentar efeitos toxicos ou prejudiciais em sistemas biolégicos.

Porém, esta definicdo € bastante incompleta, pois trata apenas das auséncias de



reacdes negativas, sem incluir interacdes positivas desejaveis. Segundo a American
Society for Testing and Material (ASTM), biocompatibilidade é a comparacao entre a
resposta produzida por um tecido implantado com o material em estudo e a resposta
reconhecida e estabelecida como adequada com materiais-controle (ASTM, 2004).

Para a agéncia norte americana que regula drogas e alimentos (Food and
Drugs Administration - FDA), um biomaterial para ser considerado biocompativel ndo
deve ser toxico, carcinogénico, antigénico nem mutagénico, ndo deve interferir com
a cicatrizacao dos tecidos lesados durante o ato cirargico e os tecidos do hospedeiro
devem tolerar bem as propriedades biomecéanicas dos materiais. Aléem disso, deve
ser de possivel fabricacao, esterilizavel e estavel durante a implantacdo e quando
necessario, para aplicacdo. Nao deve ser corrosivel, degradavel.

Robbins et al (1994) descrevem que a inflamacao € a principal reacdo do
organismo vivo a presenca de corpo estranho. Consiste estruturalmente em
exsudacao de liquidos e de proteinas plasmaticas — edema — e, migracdo de
leucdcitos, principalmente neutrofilos, nas primeiras horas ou dias do processo
agudo. Com o passar do tempo esta reacdo tornar-se-a cronica, sendo menos
uniforme, com presenca de linfécitos e macrofagos e, com proliferacdo de vasos
sangiineos e tecido conjuntivo.

Segundo Bonzon et al (1995), estudos de biocompatibilidade de enxertos
podem revelar nos primeiros oito dias edema ao redor do tecido e reacéo
inflamatéria ao lado do implante. Ha uma concentracdo maior de células
inflamatorias, na sua maioria linfocitos e neutréfilos, na interface entre o implante e o
tecido conjuntivo. Apos 15 dias, ha a proliferacdo de alguns capilares no tecido
conjuntivo e no local de implantacdo. Nao sdo observadas células gigantes

multinucleadas de corpo estranho ou formacdo de capsula fibrosa. Alguns



macréfagos podem estar presentes. ApOs cerca de trés semanas percebe-se menor
resposta inflamatoria e inicia-se a resposta fibroblastica. Com 30 dias, ndo se vé
resposta inflamatoéria e o tecido conjuntivo estd parcialmente organizado. Com 60
dias, ha sintese de coldgeno e apds 90 dias tem-se tecido conjuntivo normal, novo e
organizado.

A biocompatibilidade do material implantado pode ser avaliada por métodos
morfoldgicos para a analise do tecido conjuntivo, colageno e glicosaminoglicanos ao
redor do implante. Esses resultados dependerédo de algumas caracteristicas proprias
do material como propriedades fisicas, quimicas e de porosidade (Chen e Wu, 2005).

Schadel et al, (1993) descrevem que existem varios métodos para a avaliacao
da biocompatibilidade do enxerto em relacéo ao tecido hospedeiro, Podemos utilizar
cultura de células e tecidos, analise histoquimica, estudos bioquimicos, histologicos
e estudos de perfusdo. Existem ainda medidas de peso, rigidez, elasticidade,
alongamento e alteracdes na superficie, que podem ser revelados na microscopia
eletrbnica (Sevastjanova et al, 1986; Vince et al, 1991).

O método mais utilizado para avaliacdo de biocompatibilidade, em estudos
experimentais € a analise histolégica com coloracéo pela hematoxilina-eosina (Hogset
e Bredberg, 1986; Willians e Blayney, 1987; Merchant e Nadol, 1994; Bonzon et al,
1995; Schwager e Geyer, 1998; Laidlaw et al, 2001; Meijer et al, 2002; Hoffman et al,
2003; Trabandt et al, 2004; Spiegel e Kessler, 2005; Weber et al, 2006).

Nos nossos trabalhos optamos pela andlise histolégica, por ser um método
simples e por fornecer informac¢des qualitativas gerais da resposta tecidual.

Nossa linha de pesquisa sobre o uso da celulose bacteriana produzida por
Acetobacter Xilinum vem estudando a resposta tecidual em diversos locais desde

2005. Comegcamos com o uso da celulose como curativo em ferida de pele,



provocada por queimadura (Costa e Souza, 2005). Em seguida aplicamos a celulose
em concha nasal (Osman et al, 2007), como substituto de septo nasal (Oliveira et al,
2007) e de membrana timpanica (Kato et al, 2008) e também em orelha média de
cobaias (Costa et al, 2008).

Seguindo nossa linha, a membrana de celulose bacteriana foi utilizada em
traquéia, apos escarificacdo (Panerari et al, 2008). Depois publicamos seu uso em
dorso nasal (Amorim et al, 2009).

Os artigos a seguir demonstram o desenvolvimento da nossa linha de

pesquisa e as proximas etapas a serem seguidas.
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RESUMO

Os distarbios de movimento das pregas, chamados de paralisia das pregas vocais
(PPV) podem ter inimeras causas: traumas, disturbios neurolégicos, lesdo do nervo
recorrente, tumores, etc. O método de tratamento dependera das condi¢cdes da paralisia
e podem ser desde a cirurgia até a fonoterapia. Em alguns casos, a voz pode retornar
sem que haja necessidade de tratamento durante o primeiro ano apds o surgimento da
paralisia. Por isso, muitas vezes se posterga o procedimento cirdrgico na expectativa de
uma recuperacao espontanea, porém pode acarretar limitacdo social ou profissional e
consequéncias mais graves como aspiracéo de secrec¢des. Portanto, a possibilidade de
utilizar uma técnica que traga os beneficios de um deslocamento medial temporario,
sem desencadear repercussoes locais definitivas seria de grande valia para estes
pacientes. Propomos neste estudo o implante da membrana de celulose produzida por
Acetobacter xylinum por apresentar pouca reatividade imune e, tender a permanecer no
local da colocagdo. O uso da membrana de celulose bacteriana ainda né&o foi
devidamente investigado no deslocamento medial da laringe com aumento de volume.
Como os testes em animais ndo incluiram sua avaliacdo na regido laringea,
entendemos que seria necessario constatar a resposta tecidual no modelo animal,
assim como as possiveis condicbes de reabsorcdo da celulose, para avaliar sua
utilidade como material de reconstrucdo laringea. Objetivo: Avaliar o deslocamento
medial e a resposta tecidual e cicatricial das pregas vocais de coelhos, com implante de
celulose bacteriana. Forma de Estudo: Experimental Material e Método: Foram
estudados 32 coelhos, sendo 2 animais do grupo de controle cirargico para localizacao
do implante. Os animais foram seguidos por até quatro meses, sendo agrupados em
periodos de seguimento diferentes, de duas semanas, quatro semanas e dezesseis
semanas, a fim de avaliar os achados quanto as possiveis modificacdes cicatriciais
decorrentes do passar do tempo. Os animais receberam manta de celulose bacteriana
na porcdo lateral de suas pregas vocais e injecdo de agua destilada na porcéo
contralateral, sob anestesia geral, e através de laringotomia-videoendoscopica. Apds 0
periodo de estudo toda a regido glética, compreendendo desde o ventriculo laringeo,
acima da borda livre das pregas vocais até um cm abaixo delas foi submetido a exame
histol6gico. Foram avaliados o grau de cicatrizacdo e as condi¢fes inflamatérias em
cada espécime. As condicdes do deslocamento medial foram avaliadas por exame
macroscépico da peca ao final de cada periodo de seguimento. Resultados: N&o
houve diferenca estatistica significante entre os diversos parametros inflamatérios e
cicatriciais testados para os grupos estudo e controle e entre os diversos periodos de
seguimento. A maioria dos animais que recebeu celulose teve sua prega vocal
deslocada medialmente e, apesar de haver certa fragmentacao inicial da celulose, todos
0s animais tinham o material no local implantado ao final do periodo de seguimento.
Concluséo: A celulose bacteriana € um material Util no deslocamento medial de pregas
vocais por nao causar inflamacao exacerbada e porque efetivamente desloca-as.

Descritores: Paralisia laringea; biomaterial; celulose bacteriana; prega vocal;

coelhos.
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INTRODUCAO

As pregas vocais movem-se gracas a acdo dos musculos laringeos, controlados
pelo sistema nervoso. Os impulsos que regem 0s seus movimentos sao gerados no
cortex cerebral, passando posteriormente para o bulbo raquidiano, onde se encontra
0 nucleo de origem do nervo vago ou X par craniano. Este nervo, além de controlar a
mobilidade de inimeros 6rgéos internos, emite ramificacdes especificas que inervam
0s musculos da laringe: o nervo laringeo superior, que rege a mobilidade do musculo
cricotiroideo, e o nervo laringeo inferior ou nervo recorrente, que faz 0 mesmo com o
resto da musculatura que aciona as cordas vocais. A paralisia do X nervo e/ou de
seu ramo, o0 nervo laringeo inferior recorrente, acarreta uma morbidade de grande
repercuss&o sobre o paciente devido & perda das funcdes laringeas™™.

A etiologia da paralisia da prega vocal (PPV) é variada e pode incluir lesdes no
proprio tronco cerebral. As lesdes incluem tumores na base do crénio, carcinoma da
nasofaringe, lesdo na fossa jugular, lesdo no espaco faringeo lateral e lesdo no
nervo Xl e vago abaixo dos ganglios nodosos®.

As etiologias possiveis de lesbes baixas do vago sdo mais numerosas. Neurite é
uma causa freqiente que ocorre com infeccéo respiratoria superior, mononucleose
infecciosa, sarcoidose e infeccdo dos espacos parafaringeos’. Neoplasma no
pescoco, bronquios e térax podem invadir e afetar o nervo. O estiramento mecanico
ou compressao do nervo pode também resultar em paralisia da musculatura
laringea. Entre as etiologias mais comuns encontram-se trauma externo agudo ao
pescoco, cirurgia e etiologias idiopaticas”®.

Com relacdo a funcéo esfincteriana, sabe-se que uma falha no seu desempenho
resulta em aspiracdo de secrecOes, saliva, alimentos, liquidos ou sangue para a
arvore traqueobrbnquica, evento esse que, por sua vez, provoca a tosse e
impossibilita a alimentacdo normal. A tosse somente é efetiva quando ha o
fechamento completo das pregas vocais, determinando uma intensa pressao
subgldtica que é liberada quando essas se abrem abruptamente. A paralisia da
prega vocal unilateral (PPVU) determina um fechamento glotico incompleto e,
portanto, uma tosse fraca e ineficaz. Ha acumulo de secre¢cdes na laringe, com
necessidade de pigarrear constantemente. Sem uma tosse efetiva para eliminar
essas secre¢cfes, um cortejo de comemorativos clinico se sucede, com aspiracao
laringo-tragueo-brénquica, passando pelas infeccdes respiratorias,
broncopneumonias, culminando, até mesmo, em morte. Por vezes, tragueostomias
s&0 necessarias para proteger as vias aéreas inferiores”®.

Essa mesma competéncia glética, que aprisiona o ar na regido subglética, é que faz
ancorar a musculatura infraclavicular, capacitando o ser humano a exercer forca
para desempenhar atividades fisicas, forca para levantar peso e forca para executar
a manobra de Valsalva, da qual necessitamos para defecar. E ela também a
responsavel pela presséo intrapélvica-abdominal que possibilita a ejaculagédo, a
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mic¢do e o trabalho de parto. Quanto maior a incompeténcia glética, determinada
pela posicdo em que se encontra a prega vocal paralisada, maiores serdo as
limitacBes do paciente™.

Em alguns casos, a voz pode retornar sem que haja necessidade de tratamento,
durante o primeiro ano apos o surgimento da paralisia. Isto pode ocorrer por re-
inervacdo ou por reposicionamento da prega vocal paralisada, devido aos ajustes
musculares existentes na regido. Por isso, muitas vezes se posterga o procedimento
cirGrgico, na expectativa de uma recuperacéo espontanea'’. Durante o periodo de
espera, o tratamento sugerido € usualmente a fonoterapia que pode envolver
exercicios para favorecer a movimentacdo da prega vocal contra lateral e melhorar o
controle respiratorio durante fala.

O tratamento cirargico da insuficiéncia glética causada por atrofia, paralisia ou perda
de tecido tem por objetivo o deslocamento medial da prega vocal, que possibilita o
fechamento glético. Este deslocamento pode ser realizado por intermédio do uso de
substancias inseridas lateralmente ao musculo tireoaritenoideo, seja por infiltracao
com agulha, seja por colocacao por via externa®?.

Também existem técnicas em que se coloca um agente de deslocamento medial
para aumento de volume, diretamente no espaco de Reinke, acrescentando
tamanho, & prega vocal paralisada®>**,

Brunings®®, em 1911, descreveu um método para estreitamento da fenda glética com
injecdo de parafina nos casos de paralisia unilateral do nervo recorrente. Apesar do
sucesso, este método foi abandonado por um longo tempo, devido aos efeitos
colaterais adversos, como o parafinoma.

Dentre os materiais utilizados para dar volume as pregas vocais, o Teflon®®* foi o

mais utilizado. Ford e Bless (1986 e 1987)%*% relatam que o Teflon pode desencadear
reacdo inflamatdria seguida de formacgéo de tecido de granulacéo e € de dificil remocao.

Mais recentemente materiais bioldégicos ou semibiolégicos tem sido usados para
mudar a forma ou mesmo as caracteristicas vibratorias das pregas vocais, como o
colageno %% a gordura autéloga®?’ e a fascia®?°.

O estudo de Chan & Titze (1998)%*°, comparando varios materiais implantaveis na
prega vocal, demonstrou que as caracteristicas viscoelasticas do &cido hialurénico
eram muito semelhantes as encontradas na lamina proépria da prega vocal normal de
homens e mulheres O &cido hialurdnico foi também utilizado por®.

Perazzo et al (2009)%* utilizaram acido hialurénico em pregas vocais de coelhos e
concluiram que ele ndo promove um processo inflamatorio significativo e permanece
durante os trés meses do estudo, no local aplicado.
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As possiveis complicag6es dos procedimentos de inje¢cdo para aumento do volume
das pregas vocais sao: a super-infiltracdo que leva a uma voz tensa e dificuldade
respiratéria; reacao imune a substancia injetada; formacédo de granuloma; tempo de
manutengdo do material injetado muito reduzido e migragéo ou extrusdo do material
injetado®.

Do ponto de vista biologico o ideal seria que o implante se integrasse com os tecidos
ao redor permitindo sua estabilidade e incorporagdo, como ocorre em geral com 0s
biomateriais e que ao mesmo tempo possibilitasse o ajuste de forma e o volume
necessario para o melhor desempenho da técnica.

BIOMATERIAIS

O material utilizado em implantes ndo pode ser rejeitado e ndo pode causar uma
resposta inflamatoria, devendo ser, portanto, biocompativel. Além disso, deve promover
a cura e a regeneracdo tecidual; e, quando necessario, ser biodegradavel*,

A celulose bacteriana possui uma nanoestrutura fibrilar Unica, que determina
propriedades fisicas e mecanicas caracteristicas, que lhe conferem papel bastante
promissor na medicina moderna e nas pesquisas biomédicas®*°. Ela é um
homopolimero linear de glicose (C6H1005)n, com n variando de 500 a 5000, e é 0
material polimérico mais difundido na natureza®. E insoltvel em 4gua e é degradado
na natureza por enzimas>'.

Ela € um polissacarideo excretado extracelularmente por diversas bactérias, entre
elas a bactéria Gluconacetobacter hansenii, anteriormente conhecida como
Acetobacter xylinum, em longas nanofibras ndo agregadas®**.

Ela tem sido utilizada com sucesso como curativo em escaras de pele, queimaduras,
dermoabrasdes e em areas doadoras de pele. Também foi utilizada como substituta
de meninge, dorso nasal, membrana timpanica e como material de revestimento de
préteses intravasculares e traquéia para evitar estenose circunferencial***>.

OBJETIVO

Avaliar o deslocamento medial e a resposta inflamatéria e cicatricial das pregas
vocais de coelhos, com implante de celulose bacteriana.

MATERIAL E METODO

Apbs aprovacdo no Comité de Etica em Experimentacdo Animal do ICAO em
27/6/2007 - processo 06/07, o estudo foi realizado no biotério do Instituto de
Ciéncias Avancadas em ORL com supervisdo e acompanhamento veterinario, sendo
gue os coelhos permaneceram em gaiolas individuais, com livre acesso a agua e a
racdo comercial padronizada, com jejum hidrico pré-operatorio de 4 horas.
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Os procedimentos cirdrgicos foram realizados de acordo com as normas da
comissado de ética da Unidade de Técnica Cirargica Experimental da Santa Casa de
S&o Paulo e obedeceu as normas da Lei Federal n°® 6.638 de oito de maio de 1979 e
aos principios éticos na experimentacdo, postulados pela Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL). O nimero de animais utilizado para o
estudo seguiu as sugestdes do National Institute of Health que considera ser
adequada uma amostra de 6 a 10 animais por grupo quando o estudo for preliminar
de sondagem (http://grants.nih.gov/grants/olaw/fags.htm).

Selegéo e tamanho da amostra

Foram selecionados 32 coelhos da raca New Zealand, com idade de seis meses,
machos, com peso de 2400 a 2800 gramas.

Os animais estudados foram coelhos, uma vez que apresentam estrutura anatémica
da laringe semelhante a dos seres humanos e oferecem boas condigbes de
manipulacdo, acompanhamento e avaliacdo. Foram seguidos por até quatro meses,
sendo agrupados em periodos de seguimento diferentes para que pudéssemos
detectar alteracdes na cicatrizagao.

Os volumes e as substancias introduzidas foram:
- 0,3 cc de agua destilada;
- 0,25 cc de manta de celulose bacteriana (Bionext®).

Os animais foram divididos em trés grupos de dez e alocados de acordo com o
tempo de seguimento até 120 dias. Dois animais foram utilizados para garantir que a
técnica cirurgica seria realizada conforme o planejado. Foi realizada a analise
morfolégica apOds a extracdo da laringe mostrando que 0s animais teveram a
celulose implantada lateralmente ao musculo tireoaritendideo e medial a lamina da
tiredide, confirmando o método considerado adequado.

Detalhamento dos procedimentos

Procedimento cirargico

Os procedimentos cirurgicos foram realizados sob anestesia geral intramuscular,
utilizando Zoletil® (Cloridrato de Tiletamina e Cloridrato de Zolazepan), na dose de
0,4 mL/kg e Nilperidol® (Citrato de Fentanila + Droperidol), na dose de 0,3 mL/kg.

Os animais foram posicionados na mesa cirirgica em decubito dorsal, e em
respiracdo espontanea com mascara aberta de oxigénio. Realizamos a tricotomia da
regido cervical anterior, estendendo-a desde a mandibula até a farcula external. A
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antissepsia da area foi realizada com Polvidine®. Os animais foram submetidos a
uma incisao transversa, na projecao external de 0,5cm. Em seguida estabelecemos
um espaco sub-cutdneo com divulssdo romba com Kelly e descolamento de tecido
subcutaneo, até o mento e os angulos da mandibula. Realizado o descolamento do
espaco subcutaneo, procedeu-se a colocagdo de um trocater de 11 mm. Para
fixacdo do mesmo foi realizada uma sutura do trocater na pele cervical com nylon 2-
0. Uma vez fixado o trocater, foi insuflado CO, até a pressdo maxima de 0,5 mmHg.
Depois da insuflacdo, colocamos uma 6tica de 10 mm e 30° no trocater e realizamos
novas aberturas para colocacdo dos trocateres. As incisdes foram realizadas de
cada lado da farcula, cada uma com 0,2 mm e a 2 cm da linha média e 2 cm
cranialmente a inciséo inicial. Foram realizadas as coloca¢des dos trocateres de 5
mm e fixagdo com nylon 2-0 na pele. Inserimos uma pinga merilan no trocater da
esquerda e uma tesoura no da direita. Com eles completamos a dissec¢cdo dos
tecidos subcutaneos e realizamos a apresentacao da laringe. Uma vez apresentadas
as cartilagens cricoidea e tiredide, fizemos uma abertura de 2 mm na membrana
cricotireoidea com tesoura, e a 2 mm a esquerda da linha mediana, estendendo-a
pela lamina da cartilagem tiredide. Com esta abertura criamos um tunel no sentido
longitudinal usando uma pinca de pega curva para esquerda, utilizadas nas
microcirurgias de laringe. A lamina da cartilagem foi elevada em direcdo cranial
expondo a musculatura endolaringea que foi dissecada em seu plano subpericondral
interno (Figura 1 A). Neste espaco foi colocada a manta de celulose, lateralmente ao
musculo vocal do coelho, no volume de 0,25 cc (Figura 1 B). Para efeito de controle
foi infiltrada agua destilada com agulha de 30X8 mm, no volume de 0,3 cc no lado
direito.



FIGURA 1. Momento da abertura da membrana cricotireoidea por via
video assistida (A) e colocagdo de manta de celulose através da

laringofissura (B)
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FIGURA 2. Corte anatdbmico axial em trés niveis gléticos mostrando

local de colocacéo de celulose
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Todos os coelhos receberam antibioticoterapia com clindamicina 0,1 mL/kg e

analgesia com dipirona sédica na dose de 0,1 mL/kg no pds-operatério imediato.
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Grupos de seguimento
Foram criados trés grupos de seguimento.

O grupo de estudo 1 foi aquele onde os animais foram seguidos por duas semanas e
contou com 10 animais.

O grupo de estudo 2 foi aquele onde os animais tiveram quatro semanas de
sobrevida e contou com 10 animais.

O grupo de estudo 3 foi aquele onde os animais tiveram dezesseis semanas de
sobrevida e contou com 10 animais.

Para a alocagcdo nos grupos de seguimento houve um sorteio no dia anterior a
eutanasia que designou quais 0s animais comporia 0S grupos.

Ao final de cada periodo de seguimento, os animais foram novamente anestesiados
e receberam tiopental sédico EV (dose 40 mg/kg), e logo apds 2 mL de KCI 19,1%
(cloreto de potassio), para eutanasia.

Apbs a eutanasia, realizamos abertura longitudinal da regido cervical dos animais e,
através de laringectomia total convencional associada a remocao do terco superior
da traquéia para obter a peca de estudo. O produto da laringotragueoectomia foi
encaminhado para exame histopatolégico.

Avaliacao histopatoldgica

Foi submetida a exame toda a regido glotica compreendendo desde o ventriculo
laringeo, acima da borda livre das pregas vocais até 1 cm abaixo delas (Figuras 3).

FIGURA 3. Cortes axiais de laringe na extensdo compreendendo desde
a borda livre das pregas vocais até 1 cm abaixo delas, apresentando
celulose na porcgéo lateral
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Os tecidos foram preparados em parafina, cortados em amostras de 6 um e
analisados no Departamento de Patologia da Santa Casa de Sao Paulo. As laminas
foram preparadas com coloracdo de hematoxilina-eosina. A biocompatibilidade foi
determinada de acordo com os procedimentos de avaliacdo descritos pela norma
ISSO 10993-631. A analise das laminas foi realizada por dois patologistas e
supervisionada pelo professor responsavel.

Foram avaliados o grau de cicatrizacdo e as condi¢des inflamatérias encontrados
em cada espécime.

Os parametros definidores de condicdo inflamatéria foram: Congestdo vascular
(abertura de novos capilares e dos leitos venulares locais, dilatagdo excessiva dos
vasos existentes e concentracdo com aglutinacdo de hemacias em seu interior),
Exsudato celular (presenca de células fagociticas mortas ou com presenca de
microorganismos em seu interior presenca de polimorfonucleares, mondcitos,
linfocitos e plasmaocitos), edema por extravasamento por abertura de juncdes
endoteliais.

O parametro definidor das condi¢Bes cicatriciais, considerados de cura por segunda
intencao, foi: Angiogénese e Proliferacao conjuntivofibrosa.

Cada um dos parametros inflamatorios foi categorizado, sendo classificados em:

- Transudato inflamatorio: ausente (0), discreto (1) - edema extra vascular,
moderado (2) - presenca de poucas células polimorfonucleares neutrofilos,
macroéfagos, linfocitos e plasmécitos, intenso (3) - presenca predominante das
células polimorfonucleares, macréfagos, linfécitos e plasmacitos.

- Congestédo vascular: ausente (0), discreta (1) - dilatacdo dos vasos, moderada
(2) - aglutinacdo de hemacias, e intensa (3) - abertura de novos capilares e leitos
venulares locais.

- Exsudato celular: ausente (0), presente (1)

- Angiogénese e Proliferacdo conjuntivofibrosa: (0) ausente, (1) discreta, (2)
moderada.

Quanto a integridade da manta de celulose foi classificada em:
- integra (1)
- parcialmente fragmentada (2)

- fragmentada (3)
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Também observamos na peca anatbmica a posicdo da celulose e categorizamos
em:

- anterior

- meédio

- posterior

E o deslocamento medial provocado na borda livre da prega vocal em:

- ausente (0) nenhum abaulamento na borda livre da prega vocal

presente (1) quando houve abaulamento na borda livre da prega vocal

Tanto os valores individuais quanto as médias dos resultados foram considerados
para a analise estatistica.

Avaliacao estatistica

Comparamos os resultados encontrados entre os grupos de estudo e controle
através de analise de teste de Wilcoxon, (Mann-Whitney) ndo paramétrico, para as
variaveis nao continuas como parametros inflamatérios, de cicatrizacéao e fibrose.

Procurando definir se havia diferenca entre os parametros (inflamacéo, congestéao
vascular, proliferacdo conjuntivo-fibrosa e integridade da celulose) avaliados de
acordo com o tempo de seguimento utilizamos o Teste de Jonckheere.

Os achados de nosso estudo serdo apresentados nas Tabelas de 1 e 2, e as
analises estatisticas descritas nas Tabelas 4, 5, 6 e 7. Alguns exemplos de nossos
achados estao dispostos nas Figuras de 4 a 7.
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RESULTADOS

TABELA 1. Categorias dos parametros inflamatérios e cicatriciais relativos a
resposta tecidual a manta de celulose, de acordo com o tempo de
seguimento em semanas

Inflamacéo Cicatricial
Coelho Tempo Transudato Congestéo Exsudato Ang_iogénese
vascular celular fibrose
2 2 3 2 0 1
3 2 3 3 0 2
4 2 0 1 0 2
5 2 3 2 0 0
14 2 0 1 0 1
12 2 3 2 0 2
17 2 1 2 0 2
18 2 0 0 0 0
21 2 3 2 0 2
29 2 2 2 0 0
7 4 0 1 0 0
8 4 3 2 0 2
9 4 0 2 0 0
11 4 0 0 0 0
19 4 3 1 0 2
20 4 0 1 0 0
23 4 0 0 0 0
25 4 2 3 0 2
30 4 2 3 0 0
32 4 3 2 0 1
6 16 2 2 0 0
10 16 1 2 0 1
13 16 1 3 0 0
15 16 2 2 0 1
16 16 0 0 0 0
22 16 3 2 0 1
24 16 1 2 0 0
26 16 2 1 0 0
27 16 1 1 0 1
28 16 3 2 0 1
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TABELA 2. Categorias dos parametros das condi¢cbes de integridade da
celulose e do deslocamento medial nos coelhos do grupo de
estudo, segundo tempo de seguimento

Integridade Posicéo Deslocamento
Coelho Grupo d .
a celulose da celulose medial
2 2 3 Anterior 1
3 2 3 Anterior 1
4 2 1 Anterior 1
5 2 1 Anterior 0
14 2 3 Anterior 0
12 2 3 Anterior 1
17 2 1 Anterior 0
18 2 1 Anterior 0
21 2 2 Anterior 0
29 2 1 Média 0
7 4 1 Anterior 0
8 4 3 Anterior 1
9 4 3 Anterior 1
11 4 1 Anterior 0
19 4 1 Anterior 0
20 4 1 Anterior 0
23 4 3 Anterior 1
25 4 2 Média 1
30 4 3 Anterior 1
32 4 3 Anterior 1
6 16 2 Anterior 1
10 16 3 Anterior 1
13 16 2 Anterior 1
15 16 2 Anterior 1
16 16 2 Anterior 1
22 16 3 Anterior 1
24 16 2 Anterior 1
26 16 3 Anterior 1
27 16 3 Anterior 1
28 16 2 Anterior 1




FIGURA 4. Corte coronal de borda livre de prega vocal, mostrando
relagdo da celulose bacteriana (C) com coroa neutrofilica (A) e
musculo tireoaritenoideo (M). HE, 40X

FIGURA 5. Corte coronal de prega vocal, mostrando a celulose
bacteriana (C) e o epitélio de revestimento (E) totalmente preservado.
HE, 40x
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FIGURA 6. Corte coronal de prega vocal, mostrando permeacdo da
celulose bacteriana (C) com proliferagdo de neutréfilos (setas). HE, 40X

FIGURA 7. Prega vocal com congestao vascular discreta (V). HE, 40X
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TABELA 3. Teste de Wilcoxon (Mann-Whitney), nos parametros inflamatorios
e cicatriciais, comparando os grupos de estudo e controle

Angiogénese e

PN Transudato Congestdo proliiferacéo
Variaveis vascular iutivofib
estatisticas conjutivofibrosa

Controle Estudo Controle Estudo Controle Estudo

N 30 30 30 30 30 30

Média aritmética 0,92592 1,56 1,33333 1,6 0,70370 0,96
Variancia 0,68660 1,6733 0,53846 0,6666 0,44729  0,87333
Teste de razdo de 1,733853776 1,40918959 0,8931862024
variancia (Teste F)

P 0,082944 0,158779 0,371757

TABELA 4. Teste de Jonckheere entre multiplos parametros de tempo, para a

integridade da celulose

Integridade da Celulose

Variaveis
estatisticas 2 Sem 4 Sem 4 Meses
N 10 10 10
Média aritmética 1,9 2,1 2,4
Variancia 0,98888 0,98888 0,26666
Teste de Jonckheere 1,099999876

P

0,13566609

TABELA 5. Resultado do teste de Jonckheere entre multiplos parametros de

tempo, para a inflamacéao

Coelho Transudato
2 Sem 4 Sem 4 Meses
N 10 10 10
Média aritmética 1,8 1,375 1,42857
Variancia 1,9555 2,2678 0,9523
Teste de Jonckheere -0,6549835074
0,74376081

P
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TABELA 6. Resultado do teste de Jonckheere entre multiplos parametros de
tempo, para a congestao vascular

Congestéo vascular

Coelho 2 Sem 4 Sem 4 Meses
N 10 10
Média aritmética 1,7 1,5 1,5714
Variancia 0,6777 0,8571 0,6190

Teste de Jonckheere
P

-0,3619481003
0,64130459

TABELA 7. Resultado do teste de Jonckheere entre multiplos parametros de
tempo, para a proliferacdo conjuntivofibrosa

Proliferag@o conjuntivofibrosa

Coelho

2 Sem 4 Sem 4 Meses
N 10 10 10
Média aritmética 1,3 0,875 0,5714
Variancia 1,1222% 0,9821 0,2857
Testede Jonckheere -1,484059413
P 0,93110342

DISCUSSAO

As pessoas que sofrem de paralisia de pregas vocais (PPV), em geral experimentam
mudancas em sua voz que podem afetar desde a qualidade vocal, até gerar
dificuldade de sustentacdo vocal, instabilidade de sonorizacdo ou mesmo
incapacidade de vocalizacdo. Quando uma das pregas vocais esta paralisada, na
dependéncia de sua posi¢cdo na laringe, poderemos encontrar desde uma voz com
intensidade normal, mas pouca restrita quando a paralisia se d4 com a prega em
posicdo mediana, até uma voz sem qualquer sonorizacdo e grande escape de ar,
quando a prega se encontra em posicao lateral®.

O uso de biomateriais nos procedimentos de aumento volumétrico das pregas
vocais, assim como para provocar o seu deslocamento medial € de uso corrente na
Laringologia'®3%#®4’ Entretanto, o material ideal, que seria aquele que provocasse
pouca atividade inflamatéria no sitio do hospedeiro, apresentasse boa integracéo
aos tecidos circunvizinhos e que nao sofresse degradag¢do com o decorrer do tempo,
ainda néo foi encontrado.

Baseando-se na fisiopatogenia da resposta tecidual a biomateriais, Coltran et al
(1994)® e Bonzon et al (1995)*°, descrevem que inicialmente um processo
inflamatorio agudo desenvolve-se ao redor do implante, em que nas primeiras horas
ou dias, héa exsudagédo de liquidos e proteinas plasméaticas e migracdo de leucocitos
(neutrofilos). A observacdo da distribuicdo e a contagem dessas células podem ser
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usadas para promover uma descricdo da reacdo inflamatéria. Com o passar do
tempo esse processo vai diminuindo, dando lugar a inflamacédo crénica. Quando a
inflacdo cronica, caracterizada por formacéo de capsula fibrosa espessa, granulacéo
e rompimento do tecido, esta instalada pode haver subsequente formacédo de
abscesso ou fistula, desencadeando a extrusdo do enxerto e inducdo a alteracfes
neoplésicas.

Desde o0 inicio do planejamento do nosso estudo, ndo achamos que a
imunohistoquimica fosse essencial para a nossa avaliacdo uma vez que 0 processo
inflamatério que pode resultar, eventualmente, da n&do biocompatibilidade da
celulose seria uma reacdo inflamatéria de corpo estranho. A imunohistoquimica é
um método de andalise molecular dos tecidos, que visa identificar caracteristicas
moleculares da doenca. Dentre as inumeras aplicacdes estdo o diagndstico de
doencas inflamatérias, doengas infecciosas e cancer. A técnica também é
importante para determinar os fatores preditivos e prognosticos em cancer. Assim,
em nossa compreensdo a técnica poderia, talvez, oferecer uma melhor
documentacdo sobre o processo, mas ndo daria mais dados objetivos e sua

auséncia nao invalida nossos resultados.

A biocompatibilidade do material implantado pode ser avaliada por métodos
morfoldgicos (analise do tecido conjuntivo, colageno e glicosaminoglicanos ao redor
do implante). Esses resultados dependerédo de algumas caracteristicas proprias do
material como propriedades fisicas e porosidade (ocorre influéncia nas células que
participam do processo inflamatério), textura da superficie, consisténcia e
propriedades quimicas. O conceito de biocompatibilidade € baseado na interacéao
entre o material a ser implantado e o ambiente bioldgico receptor. A falha de um
biomaterial em ser biocompativel geralmente € revelada por uma ruptura das
propriedades do material ou uma resposta biolégica insatisfatéria. O principal
aspecto da biocompatibilidade é a resposta tecidual local®.

Curiosamente, nés ndo conseguimos encontrar a capsula ao redor da celulose e,
além disso, houve a penetracdo da celulose no tecido vizinho, o que pode significar
uma espécie de incorporacao do implante.

7

A celulose produzida pela bactéria Acetobacter xylinum é um material de grande
pureza, homogéneo em sua composicdo e com disposicdo de fibras que muito se
assemelha ao colageno que compde as porcdes superficiais das pregas vocais *.
Estas caracteristicas parecem compor um padrao proximo do ideal para o uso deste
material nas cirurgias de somacéao volumétrica das pregas vocais.

Em nosso estudo, utilizamos a celulose em forma de manta, no volume de 0,25 cc
para provocar a deslocamento medial de uma das pregas vocais de coelhos e
comparamos a resposta inflamatoria resultante, em tempos diferentes, com 0s
controles de 4gua destilada no volume de 0,3 cc.
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O procedimento foi realizado através de pertuito confeccionado na cartilagem
tireGide apds exposicao da laringe por cirurgia videoendoscopia cervical.

Os animais foram seguidos e mantidos nas mesmas condi¢gdes e nenhum animal
apresentou sinais ou sintomas de infec¢do no periodo pés-operatorio.

Quanto aos procedimentos cirargicos

A video cirurgia endoscopica vem sendo utilizada para o acesso a regidao da
laringe™.

N&o encontramos dificuldades técnicas para a introducdo da manta de celulose no
espaco paraglotico através de laringofissura video endoscopica, sendo que o tempo
cirdrgico, sangramento intra-operatorio e tamanho da manta colocada foi semelhante
para todos os animais.

Quanto ao resultado funcional do procedimento

As injecbes endoscopicas intra-cordais, inicialmente com pasta de Teflon, e
posteriormente também com outras substancias, ganharam notoriedade no
tratamento da PPVU'3. Estas substancias podem ser: gordura, colageno, silicone,
pasta de Teflon e outras. Inidmeros trabalhos foram publicados mostrando a
eficiéncia do método e suas eventuais complicacdes e limitacdes*”*!. A injecdo da
pasta de Teflon se tornou o substrato de injecéo intracordal preferido dos anos 60
aos anos 90, em parte por ser método de facil preparacdo e técnica cirurgica.
Complicacdes relacionadas com sua "supercorrecdo”, migracdo de particulas e
formacdo de granulomas, além da dificuldade de remocéo da pasta em cirurgias
revisionais, repercutiram na exclusao do Teflon da pratica moderna do laringologista.

Outras substancias também estdo disponiveis para injecdo intracordal: gordura
autdloga tem sido utilizada desde 1990 e tem inUmeras vantagens. E de facil
viabilidade e baixa antigenicidade. Em comparacdo com os tecidos autélogos, a
gordura oferece propriedades de visco-elasticidade semelhantes ao tecido das
pregas vocais. Sua maior desvantagem é o grau de reabsor¢cdo que pode ocorrer,
fazendo com que os resultados vocais em longo prazo sejam imprevisiveis®*>°.

O uso de fascia autéloga para o tratamento da PPVU também vem sendo estudada.
Ela pode ser aplicada na forma de enxerto livre, sendo considerado um
procedimento relativamente facil. Sua desvantagem é sua maior morbidade, j4 que
necessita de injecdo com agulha grossa para a obtencéo de um enxerto viavel®*.

O acido hialurénico é um polissacarideo que faz parte da matriz extracelular, ndo
provocando nenhuma resposta humoral ou celular imunoldgica. Existem dois
produtos comerciaveis na atualidade, o Hylan b gel e o Restylane. Alguns estudos
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demonstraram as propriedades de visco-elasticidade do acido hialurénico em pregas
vocais, com melhores resultados em relacdo ao colageno e ao teflon34:>>26,

Outros implantes, como o silicone particulado tem feito parte de estudos em ratos,
recentemente. Os resultados preliminares sugerem que o deslocamento medial é
estavel, mas reacdes de corpo estranho podem ocorrer. Nos EUA, esta substancia foi
proibida em 1991, mas tem sido usada largamente em outros paises pelo mundo®".

Em nosso estudo com a membrana de celulose bacteriana, todos os animais
apresentavam o implante no momento da eutanasia. A posi¢cdo onde a celulose foi
encontrada era praticamente a mesma para todos 0s casos, sendo que apenas trés
animais apresentavam celulose no terco médio das pregas vocais e 0 restante
apresentava celulose na porgao anterior.

O deslocamento medial foi considerado efetivo em 20 animais, sendo este um
resultado bastante satisfatorio (Tabela 2).

Quanto aos resultados histoldgicos

Na literatura observamos que para a avaliacdo da biocompatibilidade do enxerto em
relacéo ao tecido hospedeiro, existem varios métodos. Tém-se: cultura de células e
tecidos, analise histoquimica®®, estudos bioquimicos®>® e histolégicos e estudos de
perfusdo de todo um 6rgdo. Além de medidas de peso, rigidez, elasticidade,
alongamento, quebras na mecéanica e alteracdes na superficie, que podem ser
revelados na microscopia eletrénica. Mais recentemente, tém-se também usado
exames complementares de radiologia como, por exemplo, a tomografia
computadorizada, a ressonancia nuclear magnética associada ou ndo a injecédo de
marcadores radioativos especificos, para avaliar a resposta do tecido aos implantes
metéalicos que podem se dissolver e causar inflamacdo **®'. Porém o método mais
utilizado em estudos experimentais a a analise histolégica com coloracdo de
hematoxilina-eosina®"*.

Neste trabalho optamos pela analise histolégica, por ser um método simples e por
fornecer informacdes gerais da resposta tecidual ao material implantado. Nao houve
utilidade a coleta de exames laboratoriais como marcadores sanguineos de
inflamacédo, imunohistoquimica ou mesmo do uso de exames muito elaborados
como a ressonancia magnética.

N&do houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos de estudo e
controle para os parametros inflamatérios agudos (transudato, exsudato celular e
congestdo vascular) ou cronicos (angiogénese e proliferacdo conjuntivofibrosa)
(Tabela 3).

Também as diferencas no decorrer do tempo foram pequenas, ndo sendo
significantes do ponto de vista estatistico (Tabelas 5 a 7).
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Quanto a integridade da celulose

N&o houve diferencas significativas neste quesito com o decorrer do tempo o que faz
supor que o material se mantenha relativamente estavel a partir da segunda semana
de colocacéo.

Entretanto, se considerarmos que todos 0s animais tinham a celulose integra no
momento zero (dia da cirurgia) em seu pos-operatério imediato, houve diferenca
significante na integridade da celulose logo imediatamente ap4s o procedimento (P =
0,000000654).

Com os achados de nosso estudo podemos considerar que a celulose pode ser Uutil
nos procedimentos de deslocamento medial das pregas vocais, uma vez que
apresenta pouca capacidade de elicitar resposta inflamatoria no hospedeiro e nao
extruem. Além disso, apesar de haver uma perda inicial da integridade do material
implantado, 0 mesmo permaneceu no local ap0s quatro meses sem maiores
modificacdes, sugerindo que seja material estavel no longo prazo.

CONCLUSAO

A celulose bacteriana produzida por Acetobacter xylinum ndo provoca reacdo de
corpo estranho maior que a agua destilada quando colocada no espaco paralaringeo
de coelhos.

A membrana de celulose bacteriana produz deslocamento medial e se mantém
estavel até o quarto més de acompanhamento.
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RESUMO

Dentre as causas de insucesso nas cirurgias para a estenose traqueal estd a
formacédo de tecidos de cicatrizagdo exuberantes. O uso de curativos para evitar
esta reacéo pode ser de grande valia nestes casos. A celulose bacteriana produzida
por acetobacter xylinun pode ser util nestes casos. Nao ha estudos na regido
laringotraqueal. Objetivo: Avaliar a resposta tecidual subglética de coelhos apdés
escarificacao e colocacédo de curativo de celulose, comparando com grupo controle.
Forma de Estudo: Experimental Material e Métodos: Foram estudados 26 coelhos,
submetidos a escarificacdo da regido laringotraqueal e tratados com curativo e
comparados com controle. Foram estabelecidos 4 tempos de seguimento. Os
seguimentos laringotraqueais foram examinados histologicamente e os resultados
foram avaliados estaticamente. Resultados: O grupo de estudo evoluiu com o
passar do tempo com resultados estatisticamente semelhantes ao do grupo controle,
nos parametros Congestdo vascular, Exsudato purulento, Inflamacdo aguda,
Integridade do epitélio, Proliferacéo fibrosa e Reacdo granulomatosa. Concluséo:
N&o foram observadas diferencas entre os grupos controle e estudo quanto aos
parametros inflamatdrios ou cicatriciais. Ndo houve sinais inflamatérios relacionados
ao uso da membrana de celulose que néo tivessem ocorrido devido ao traumatismo
cirargico.

Palavras-chave: Celulose, cicatrizagdo, coelho, traquéia.
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INTRODUCAO

A estenose das vias aéreas superiores tem se mantido como um problema de dificil
resolucdo na prética otorrinolaringolégica, tendo sua prevaléncia aumentada devido
ao advento das unidades de cuidados intensivos que propiciaram melhores
condicdes de sobrevida a pacientes que outrora teriam um provavel éxito fatal.
Dentre as causas da lesdo laringea e traqueal temos: entubacdo prolongada,
tragueostomia, irradiacdo para tumores na orofaringe e laringe, trauma externo,
causas idiopéticas, sendo que diversos procedimentos cirdrgicos sdo necessarios
para seu tratamento™?. A traqueostomia ocorre em cerca de 10 % dos pacientes com
lesdo cerebral e em torno de 50 a 70% dos pacientes com graduagcdo menor que
nove na escala de coma de Glasgow, sendo que a complicacdo tardia mais
freqUente da tragueostomia é a estenose laringea e traqueal, que ocorre em cerca
de 15%° Quando a estenose adquirida cicatricial ou mesmo congénita atinge a
regido subglotica, o tratamento cirargico muitas vezes € necessario devido as
grandes repercussoes clinicas que pode acarretar, levando a limitagdo ou mesmo
impossibilidade ventilatoria e disfonia.

As técnicas utilizadas no tratamento cirdrgico desta afeccdo sao as mais variadas, o0
gue indica que nenhuma atinge um grau de satisfacdo suficiente para todos os
casos. Dentre os procedimentos usados podemos agrupar 4 categorias: resseccao
completa e anastomose término-terminal da traquéia, resseccdo do tecido cicatricial
com ou sem revestimento da area cruenta, incisao da regido estenética e ampliacao
de suas paredes anterior e/ou posterior com colocacdo de enxertos livres ou
pediculados e, finalmente, dilatacdo pura e simples*®.

Todas as técnicas tém um grau de sucesso e insucesso, entretanto, ha evidéncias
de que a formacao de tecido de granulacdo exuberante sobre a area de tratamento
seja um dos principais motivos dos insucessos por re-estenose’ 2,

As principais maneiras de se evitar o crescimento deste tipo de tecido tém sido as
prevencdes de infeccdo, 0 uso de enxertos para a substituicdo do epitélio de
revestimento e a colocacdo de moldes®.

A substituicdo do tecido ressecado evita a formacéo de area cruenta e consequente
crescimento de tecido de granulacdo, um dos fatores com maior impacto no
prognostico da terapia deste problema. Entretanto, as técnicas cirargicas que tém
como objetivo o revestimento da area cruenta com o uso de enxerto de pele ou de
mucosa proporcionam um aumento do tempo cirdrgico e da morbidade, com o
acréscimo temporal da obtencdo do enxerto em outro sitio e da colocacéo deste na
area estenosada’®**,

A possibilidade de utilizagéo de tecido que possa favorecer uma cicatrizagdo mais
natural, que ofereca um formato adequado e tubular a porcao subgloética da laringe e
que dispense a necessidade da sua obtencdo em outro sitio pode ser de grande
valia no tratamento desta dificil afec¢cdo médica.
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Curativos para ferimentos de pele tém sido considerados em sua maioria
dispositivos passivos que oferecem a fungéo de barreira interina e estabelecem um
ambiente iumido. Uma geracao nova de dispositivos, projetada para interagir com a
ferida e promover a formagéo de tecido novo vem sendo desenvolvida atualmente e
esta sendo testada. Dentre estes dispositivos temos aqueles compostos por celulose
de Acetobacter xylinun (Bionext®).

A celulose bacteriana € uma membrana flexivel, semitransparente, de cor
amarelada, usada como substituto temporario de pele, composto de polissacarideos,
sintetizados por bactéria do género acetobacter, sendo biodegradavel, ndo-téxico,
ndo-pirogénico e estéril. Este composto tem sido utilizado com sucesso como
curativo em escaras de pele, queimaduras, dermabrasdes e areas doadoras de pele.
Também foi utilizado como substituto de meninge e como material de revestimento
de stents intravasculares para evitar estenose circunferencial em artérias de largo
calibre.

Ante 0 exposto acima observamos que apesar de existirem diversas medidas e
técnicas cirdrgicas para se prevenir a cicatrizacdo exagerada e tratar os casos de
estenose, nenhuma apresentou resultado satisfatorio para todos o0s casos.
Associado a isso, evidenciamos o fato que os procedimentos cirdrgicos que utilizam
enxerto aumentam o tempo cirargico e a morbidade para sua obtencéo, logo um
curativo ideal seria aquele que prevenisse a cicatrizacdo exagerada, nao
promovesse reacdo de corpo estranho, nao tivesse a necessidade de realizar sua
obtencdo em outro sitio corporeo, nem de realizar a sua retirada posterior do local
onde foi implantado.

As caracteristicas fisicas e de biocompatibilidade do Bionext®, assim como a
facilidade de colocacéo, e a provavel dispensa de procedimento para sua remocao
posterior podem ser vantajosos nos casos em que evidenciamos uma cicatrizacao
exagerada.

Como o uso de material com estas propriedades ainda ndo foi investigado em
situacBes que evidenciamos um processo cicatricial exacerbado e o fato dos testes
em animais nao incluirem sua avaliacdo na traquéia e subglote, entendemos que
seja necessario avaliar a resposta tecidual ao Bionext® como curativo temporario em
lesdo desepitelizada da regido subglética.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta tecidual da mucosa da regido
subgldtica de coelhos apds escarificacdo quando receptora do curativo de celulose
produzida pela bactéria Acetobacter xylinum.
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MATERIAL E METODO

Selecao dos animais

Ap0Os aprovacao no Comité de Etica em Experimentacdo Animal do ICAO - processo
03/2005, o estudo foi realizado no biotério do Instituto de Ciéncias Avancadas em
ORL com supervisdo e acompanhamento veterinario, sendo que o0s coelhos
permaneceram em gaiolas, com livre acesso a agua e a racao comercial
padronizada, ndo necessitando de jejum pré-operatdrio.

Foram selecionados 26 coelhos, adultos, de ambos 0s sexos, com peso minimo de
1700 gramas, todos em bom estado nutricional.

Os procedimentos cirdrgicos foram realizados de acordo com as normas da
Comiss&o de Etica da Unidade de Técnica Cirtrgica Experimental da Santa Casa de
Séo Paulo obedeceu as normas da Lei Federal n° 6.638 de oito de maio de 1979 e
aos principios éticos na experimentacdo, postulados pelo Codigo Brasileiro de
Experimentacdo em animais (COBEA). O numero de animais utilizado para o estudo
seguiu as sugestdes do National Institute of Health que considera ser adequada uma
amostra de 6 a 10 animais por grupo quando o estudo for preliminar de sondagem
(http://grants.nih.gov/grants/olaw/fags.htm).

Todos os animais foram submetidos a procedimento cirdrgico, de acordo com
técnica a ser descrita a seguir.

Detalhamento dos procedimentos

Selecdo e tamanho da amostra

Os animais utilizados foram coelhos adultos de quatro meses de idade com peso
gue variava entre 1700 e 3250 g. Apesar da grande variacdo do peso a luz laringea
era semelhante por se tratarem de animais adultos.

Para o grupo controle utilizamos oito animais, dois para cada tempo de seguimento,
e para o grupo de estudo utilizamos 16 animais, quatro para cada periodo de
seguimento, além de dois animais para o tempo zero que foi considerado controle
positivo da técnica de desepitelizacao.

Os animais foram alocados aleatoriamente entre grupo controle e de estudo apés
terem sido submetidos a desepitelizacao.

A decisao sobre a alocacao nos grupos de tempo de seguimento foi realizada por
meio de sorteio, no dia final de cada periodo.
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Procedimento cirurgico

Os procedimentos cirtrgicos foram realizados sob anestesia intramuscular,
utilizando Zoletil® (Cloridrato de Tiletamina 125/5 mL e Cloridrato de Zolazepan
125/5 mL), na dose de 0,4 mL/kg e Nilperidol® (Citrato de Fentanila + Droperidol).

Os animais foram posicionados na mesa cirdrgica em decubito dorsal, sem a
necessidade de assisténcia ventilatéria.

Realizamos a tricotomia da regido cervical anterior, estendendo-a desde a
mandibula até a farcula external. A anti-sepsia foi realizada na area cervical anterior
com Polvidine®. A inciséo foi realizada na linha mediana, a partir da margem superior
da cartilagem tiredidea até cerca de 0,5 cm abaixo da margem inferior da cartilagem
cricoidea, utilizando bisturi de lamina 15, na pele e no tecido celular subcutaneo. A
incisdo permitiu a exposicdo das cartilagens tiredide, cricdidea e traqueal. A
anestesia geral foi complementada com xilocaina 2% associada a vasoconstritor que
foi aplicada no tecido subcutaneo, momentos antes de realizarmos as incisoes.

A membrana cricotiredidea foi incisada na linha mediana, com bisturi de lamina 15,
permitindo a visualizacao da regiao infraglética. As cartilagens tiredidea e cricoidea
abertas permitiram a exposicao das luzes laringea e traqueal.

O animal foi mantido em ventilagdo espontanea por meio da incisdo laringea, sem
necessidade de canula traqueal.

Realizada a exposicdo das luzes laringea e traqueal, realizamos a remocdo com
cureta até ocorrer a desepitelizacéo, evidenciada pela presenca de sangramento, da
mucosa de parte da porgéo posterior da regido infragldtica, estendendo por cerca de
1 cm na direcéo caudal e por cerca de 2 mm no sentido latero-lateral (Figura 1). Este
método descrito por Branski et al. (2005) e Loewen et al. (2001) atingiu mais de 50%
de estenose laringotraqueal em coelhos nas maos dos autores.

FIGURA 1. Peca removida com local da ressec¢ao de mucosa traqueal
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Apds a hemostasia, realizamos um sorteio com as seguintes possibilidades:
a) fim do procedimento e alocagdo em grupo controle de desepitelizagao;
b) fim do procedimento e alocagcédo em grupo de controle de cicatrizacao;

c) colocacdo de celulose bacteriana de Acetobacter xylinun (Bionext®) e alocacao
em grupo de estudo de curativo de celulose.

Posterior ao sorteio, o animal considerado para os grupos A e B, foi acordado e o
procedimento considerado finalizado, apés o fechamento da cartilagem tiredide e
cricdidea, da membrana cricotireoidea e da pele com fios de Nylon 5-0. O animal
considerado para o grupo C teve uma folha de celulose inserida e apoiada sobre a
superficie desepitelizada até que aderisse a area cruenta do plano de resseccéo.

ApOs a aderéncia do curativo realizamos o fechamento da cartilagem tiredide e
cricoidea, da membrana cricotireoidea e da pele com fios de Nylon 5-0 e o animal foi
acordado.

Todos os coelhos receberam antibioticoterapia com clindamicina 0,1 ml/kg no
momento da anestesia e no pds-operatorio imediato.

Grupos de seguimento

Foram distribuidos animais em grupos controle e de estudo, sendo que no pos-
operatorio imediato tivemos dois animais sacrificados para avaliacdo das condicdes
de desepitelizacdo pelo método sem que houvesse processo cicatricial. Os animais
considerados para este controle foram sorteados ap0s cada procedimento de
desepitelizacdo de maneira a ndo termos idéia de qual seria o animal a ser
estudado. O momento da alocacdo ocorreu logo apds a retirada do epitélio de
maneira que pudéssemos continuar o procedimento com a colocacéo da celulose se
esta fosse a determinacao do sorteio.

Foram criados quatro grupos de seguimento para 0s grupos controle e estudo. Para
a alocacao nos grupos houve um sorteio no dia anterior ao sacrificio que determinou
guais seriam 0S animais a compor 0 grupo.

O grupo de estudo 1 foi aquele onde os animais tiveram uma semana de sobrevida e
contou com quatro animais. O seu grupo controle permaneceu em acompanhamento
pelo mesmo periodo e contou com dois animais.

O grupo de estudo 2 foi aguele onde os animais tiveram um més de sobrevida e
contou com quatro animais. O seu grupo controle permaneceu em acompanhamento
pelo mesmo periodo e contou com dois animais.

O grupo de estudo 3 foi aquele onde os animais tiveram trés meses de sobrevida e
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contou com quatro animais. O seu grupo controle permaneceu em acompanhamento
pelo mesmo periodo e contou com dois animais.

O grupo de estudo 4 foi aquele onde os animais tiveram 6 meses de sobrevida e
contou com quatro animais. O seu grupo controle permaneceu em acompanhamento
pelo mesmo periodo e contou com dois animais. Os animais que compuseram este
grupo foram os remanescentes do estudo.

Ao final do tempo de seguimento, os animais foram novamente pré-anestesiados e
receberam tiopental sédico EV (dose 40 mg/kg), associado a 2 mL de KCI 19,1%
(cloreto de potassio), para eutanasia.

Apéds a eutandsia, realizamos abertura longitudinal da regido cervical dos animais e,
através de laringectomia total convencional associada a remocao do ter¢co superior
da traquéia a peca de estudo foi obtida. O produto da laringotragueoectomia foi
encaminhado para exame anatomopatoldgico.

Avaliacdo anatomopatolégica

Toda a regido infraglética, compreendendo desde o ventriculo laringeo, acima da
borda livre das pregas vocais até 4 cm abaixo dele foi submetido a exame
histopatoldgico (Figuras 2 e 3).

FIGURA 2. Congestao vascular moderada. HE 40X
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FIGURA 3. Congestao vascular intensa

O produto da laringotraqueoectomia dos coelhos alocados no grupo controle positivo
de deseptelizacao foi submetido a analise histoldgica sendo evidenciada a remocao
completa da mucosa subglética coma leséo atingindo a lamina prépria e pericéndrio
através do procedimento padrao realizado.

Foram avaliados o grau de cicatrizacdo e fibrose e as condi¢cdes inflamatorias
encontrados em cada espécime.

Os parametros definidores de condi¢cdo inflamatéria foram: Congestdo vascular
(abertura de novos capilares e dos leitos venulares locais, dilatagdo excessiva dos
vasos existentes e concentracdo com aglutinacdo de hemacias em seu interior),
Exsudato purulento (presenca de células fagociticas mortas ou com presenca de
microorganismos em seu interior), Inflamacdo aguda (presenca de
polimorfonucleares, mondcitos, linfécitos e plasmocitos, associada a edema por
extravasamento).

Os parametros definidores de grau de cicatrizagédo e fibrose, considerados de cura
por segunda intencdo, foram: Integridade do epitélio (presenga ou auséncia de
Ulcera no epitélio de revestimento, modificagdo de volume da camada de
revestimento e/ou metaplasia), Proliferagdo fibrosa (presenca de fibroblastos
acumulados ou no permeio de tecido conjuntivo), Reacdo granulomatosa (acumulo
de exsudato inflamatério com predominio de fibroblastos e reagédo vascular
associada).
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Cada um dos parametros foi categorizado, sendo classificados em:

Congestao vascular: ausente (0), discreta (1) e intensa (2);

Exsudato purulento: (0) ausente, (1) presente.

- Inflamacao aguda: (0), ausente, (1), presente.

- Integridade do epitélio: (0) conservado, (1) descamado.
- Proliferacao fibrosa: (0) ausente, (1) leve, (2) moderada.
- Reacéao granulomatosa (0), ausente, (1) presente.

A luz traqueal foi mensurada com medidas nos diametros anteroposterior e
transversal.

As laminas foram preparadas por um unico patologista e a avaliacdo histologica
realizada por um unico profissional a partir de uma padronizagéo prévia entre um
médico otorrinolaringologista e um médico patologista, a qual foi determinada apos
serem analisadas todas as laminas.

Tanto os valores individuais quanto as médias dos resultados foram considerados
para a analise estatistica.

Analise estatistica

Os resultados encontrados foram comparados entre os grupos de estudo e controle
por meio de analise de variancia e teste T de Student entre os grupos, para 0s
parametros com valores continuos como diametro da luz infraglética e por meio de
teste de Spearman, ndo-paramétrico, para as variaveis nao continuas como,
parametros inflamatorios e de cicatrizacéo e fibrose.

RESULTADOS

Apoés a analise histolégica das laminas agrupamos nas Tabelas 1 a 8 os parametros
definidores de condi¢do inflamatdria entre o os coelhos do grupo controle e de
estudo comparando os resultados em relacdo ao tempo de pds-operatério.
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TABELA 1. Parametros definidores de condicdo inflamatoria entre grupo de

estudo e controle no 7° dia p6s-operatério (grupo |)

Coelho

1
2
3
4

Congestio Exsudato Inflamagao
Vascular Purulento
Controle  Estudo  Contrele  Estude  Controle  Estude
1 2 0 0 0 0
1 2 0 0 0 0
2 0 0
2 0 0

Legenda: Congestao vascular - 0; auséncia, 1: discreto, 2; intenso;
Exsudato purulento - 0; ausente, 1: presente; Inflamacao aguda - 0

ausenta, 1. presenta,

TABELA 2. Parametros definidores de condicdo inflamatoria entre grupo de

estudo e controle no 30° dia poés-operatério (grupo Il)

2 Congestao Exsudato

3 Vascular Purulento

O Controle Estudo Controle Estudo
1 1 2 0 4]

2 1 1 0 0

3 0

4 Q Q

Legenda: Congestio vascular - 0: auséncia, 1: discreto, 2: intenso;
Exsudato purulento - 0: ausente, 1: presente; Inflamacéo aguda - 0

ausenta, 1: presenta.

Inflamagao

Controle  Estudo

0
0

0

o o O

TABELA 3. Parametros definidores de condicdo inflamatéria entre grupo de

estudo e controle no 90° dia pos-operatorio (grupo 1)

g Cpmeo B e,

S Controle Estudo Controle Estude  Confrole  Estudo
1 1 4] 1 4] 1 1

2 1 2 1 i} 1 i)

3 1 0 1

L 0 0 0

Legenda: Congestao vascular - 0: auséncia, 1: discreto, 2: intenso;
Exsudato purulento - O: ausente, 1: presente; Inflamagio aguda - O:

ausente, 1: presente.
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TABELA 4. Parametros definidores de condicdo inflamatoria entre grupo de
estudo e controle no 180° dia pds-operatério (grupo V)

E  Tawuar  Pulento inflamagéo
S Controle Estudo  Controle Estudo  Confrole  Estude
1 1 1 1 0 1 0

2 0 0 0 0 0 0

3 0 0 0

4 0 0 0

Legenda: Congestao vascular - 0: auséncia, 1: discreto, 2: intenso;
Exsudato purulento - 0: ausente, 1: presente; Inflamagao aguda - 0:
auwsants, 1. presente.

TABELA 5. Parametros definidores de grau de cicatrizacdo e fibrose entre o
grupo controle e de estudo e controle no 7° dia pés-operatério

(grupo 1)
2 Inlﬂgritj?qg Proliferacao Fi- Reacao
E do Epitélic brosa Granulomatosa
O Controle Estudo Controle Estudo Controle  Estudo
1 0 o 1] 2 0 0
2 0 0 0 2 0 0
3 o 0 0
4 1 : 1 - 0

Legenda: Integridade do epitélio - 0: conservado, 1; descamado;
Proliferagio fibrosa - 0 ausente, 1: leve, 2: moderado; Reacdo gra-
nulomatosa - O: ausenta, 1 prasenta,

TABELA 6. Parametros definidores de grau de cicatrizacdo e fibrose entre o
grupo controle e de estudo e controle no 30° dia pés-operatorio

(grupo 1)
-] Integtiggqe Prﬂl.i[araqém Reagao
= do Epitélio Fibrosa Granulomalosa
8 Controle Estudo Controle Estudo Controle  Estudo
1 0 0 0 0 0 0
2 0 0 2 0 0 0
3 0 0 0
4 L] - o - 0

Legenda: Integridade do epitelio - O: conservado, 1: descamado;
Proliferacao fibrosa - 0; ausente, 1: pericartilagem, 2: estende ao
tecidos moles; Reacao granulomatosa - O; ausente, 1; presente,
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TABELA 7. Parametros definidores de grau de cicatrizacdo e fibrose entre o
grupo controle e de estudo e controle no 90° dia pés-operatorio
(grupo Il

o Integridade Proliferacao Reacao

% do Epitélio Fibrosa Granulomatosa
© Controle Estude Controle Estude  Controle  Estudo
1 1] 1 0 0 0 1

2 0 0 0 0 0 0

3 1] 0 1

4 0 0 0
Legenda: Integridade do epitelio - 0: conservado, 1: descamado;
Proliferacao fibrosa - 0: ausente, 1: pericartilagem, 2: estende ao
tecidos moles; Reacdo granulomatosa - 0: ausenta, 1: presente,

TABELA 8. Parametros definidores de grau de cicatrizacdo e fibrose entre o
grupo controle e de estudo e controle no 180° dia pés-operatério
(grupo IV)

o Integridade Proliferacaoc Reacao

ﬁ do Epitélio Fibrosa Granulomatosa
© Controle Estudo Controle Estude Controle  Estudo
1 0 0 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0 0

3 0 0 0

4 0 0 0
Legenda: Integridade do epitelio - 0: conservado, 1: descamado;
Proliferacao fibrosa - 0: ausente, 1: pericartilagem, 2: estende ao
tecidos moles; Reacao granulomatosa - 0: ausente, 1: presents.

TABELA 9. Comparacdo dos grupos de estudo e controle por teste de
Spearman os parametros de congestdo vascular, exudato
purulento e inflamacgé&o aguda

Congestio Vascular Exsudato Purulento Inflamagio Aguda

Controle Estudo Controle Estudo Controle Estudo
N a8 16 B 16 8 16
Média aritmética 10809 0,9444 0,0009 0,1667 0,1818 0222
Qﬁﬁfﬁa g, 05325216493 0545421,3435 -0,111620,2035 -0,0240 a 0,3574 -0,0899 10 0,4536 0,0095 a 0,4350
Varidncia 0,6009 0,6438 0,0909 0,1471 0,1636 0,1830
Desvio padrao 08312 0.8024 0.3015 0,3835 0,4045 0,4278
Teste de razdo de 10732 16176 1,184
variancia (Teste F)
p 0,863 0.443 0,885
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TABELA 10. Comparacdo dos grupos de estudo e controle por teste de
Spearman os parametros de integridade do epitélio, proliferacéo
fibrosa e reacéo granulomatosa

Integridade Do Epitalio Proliferacao Fibrosa Reacao Granulomatosa

Controle Estudo Controle Estudo Controle Estudo
M 8 16 8 16 8 16
Média aritmética D.1818 D222 0,2727 0,500 10,0908 0,05586
Intervalo de ;

) -0,0899 to 0,4536 0,0095 a 0,4350 -0,1617 to 0,7072 0,0736 a 0,9264 -0.1116 to 0,2935 -0,061 a0,1728

confianca de 95%
Varidncia 0,1636 0,1830 04182 0,7353 00,0009 0,0556
Desvio padrao 0,4045 0,4278 06467 08575 0,3015 0,2357
Tosts do razko de 1,1184 1,7583 16364
vanancia (Teste F)
P p = 0885 0,366 0,357

Os resultados encontrados por meio do teste de Spearman, ndo-paramétrico, para
as variaveis nao-continuas como parametros inflamatérios e de cicatrizacdo e
fibrose se encontram nas Tabelas 9 e 10.

DISCUSSAO

A celulose tem se mostrado um excelente curativo bioldgico. O seu uso na area
médica vem aumentando, na medida em que aumenta o uso de materiais biolégicos
como curativos em tecidos lesionados ou doentes, pois devido a sua estrutura Unica
e suas propriedades a celulose produzida por Acetobacter xylinun € um candidato
natural a ser utilizado em diversas areas da medicina em que se tenha como
objetivo a restauracao tecidual. Este composto tem sido utilizado como curativo em
escaras de pele, queimaduras, dermabrasbes e areas doadoras de pele, sendo
usado como substituto de meninge e como material de revestimento de stents
intravasculares para evitar estenose circunferencial em artérias de largo calibre®®.

J4 a estenose das vias aéreas superiores tem se tornado um problema cada vez
mais freqliente com o avanco de técnicas que propiciem uma diminuicdo da
mortalidade, porém um aumento da morbidade. Existem diversas formas de
tratamento de estenose de laringe, porém nenhuma delas atinge um resultado
suficientemente satisfatorio, logo varios estudos tém sido realizados no intuito de
obter técnicas ou fatores que propiciem uma reducdo na incidéncia de estenoses
desta area.

Como o curativo de celulose tem sido empregado com resultados promissores em
outras areas foi realizado estudo que se propunha realizar uma comparacdo do
processo cicatricial apds escarificacdo da regido subglotica de coelhos com o uso de
curativo de celulose (Bionext®) em relacéo & cicatrizacéo espontanea.
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Para tanto, procuramos estabelecer um modelo de escarificacdo a partir de métodos
ja utilizados e descritos na literatura. Diversas variaveis foram observadas tais como:

a)
b)
C)

a)

b)

c)

tipo e idade do animal utilizado
métodos de se realizar a escarificacéo da regido subglotica
guantidade de animais no grupo de estudo e controle

Tipo e idade do animal - Os animais utilizados no trabalho foram coelhos de
ambos os sexos adultos, fato semelhante ao que ocorre em diversos trabalhos na
literatura que utilizam esses animais por apresentarem a via aérea semelhante a
dos seres humanos e serem animais de facil manuseio e de baixo custo em
relacdo aos animais de porte maior*®*°.

Os animais apresentavam peso que variava entre 1700 e 3250 gramas. Apesar
desta diferenca consideravel entre 0s pesos, ndo detectamos alteracbes
significativas na estrutura da regido subglética, por se tratarem de animais em
idade adulta, fato confirmado por outros estudos ja realizados®.

métodos de escarificacdo da regido subglotica - o método adotado para promover
a escarificacdo da subglote foi baseado em técnicas ja utilizadas na literatura que
obtiveram indices significativos de promocao de estenose da subglote e traquéia
proximal e tiveram como principio promover um dano que se aprofundasse até a
lamina propria e atingisse o pericbndrio, pois os trabalhos relatam que o fator
principal para se promover uma reacao inflamatdria intensa e um processo de
estenose é a profundidade da lesdo, independente da idade do animal e da
extensao circunferencial da les&o®®2°,

guantidade de animais no grupo de estudo e controle - A quantidade de animais
escolhidos e a sua distribuicdo entre os grupos de estudo e controle foi baseada
em resultados estatisticos de trabalhos da literatura em que foram utilizados
métodos de escarificacdo da regido subglotica e traqueal em coelhos, com
obtencao de estenose dessa regido em média de 50% dos animais submetidos ao
processo traumatico’®'®*°. Perante tais resultados selecionamos dois coelhos
para o grupo controle e quatro coelhos para o grupo de estudos, na expectativa
de que pelo menos um em cada dois coelhos apresentasse uma reac¢ao cicatricial
exacerbada, podendo avaliar a eficacia do curativo de celulose na prevencao de
uma cicatrizacdo mais intensa.

Consideramos este um trabalho piloto e, por isso nossa amostra de animais foi
reduzida. Acreditamos que no futuro possamos utilizar um grupo maior de animais
para fazermos testes comparativos entre tratamentos conhecidos de estenose
laringotraqueal.
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Apesar de seguirmos as técnicas de escarificagdo ja descritas na literatura e
promovermos uma lesdo que se aprofundasse até a lamina prépria e atingisse o
pericondrio, ndo conseguimos obter um processo cicatricial que evoluisse para uma
cicatrizacdo hipertrofica ou para estenose em nenhum dos coelhos. Este fato limitou
0 objetivo do trabalho ao estudo da resposta tecidual da mucosa da regiao
subglotica apos escarificagdo quando receptora do curativo de celulose produzida
pela bactéria Acetobacter xylinum.

Em relagdo a condicdo infamatoria, analisamos os seguintes critérios: congestdo
vascular, exsudato purulento e inflamacéo aguda:

a) Congestao vascular (Figuras 4, 5 e 6) - em nosso trabalho encontramos nos
coelhos do grupo com o curativo de celulose uma congestao vascular intensa nos
primeiros sete dias de pos-operatério, sendo que nos coelhos do grupo controle do
mesmo periodo tal congestéo foi classificada como discreta. Com o passar do tempo
0 grupo controle manteve a congestdo vascular discreta em todos os grupos
acompanhados, sendo que no grupo com 180 dias de pds-operatdrio, apresentou
um dos coelhos com congestédo vascular discreta e o outro coelho ndo apresentou
congestéo vascular.

FIGURA 4. Processo inflamatério agudo intenso. HE 40X
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FIGURA 5. Reacdo de corpo estranho na mucosa traqueal. HE 100X

FIGURA 6. Mucosa com epitélio integro. HE 100X

JA4 o grupo de estudo evoluiu com o passar do tempo com resultados
estatisticamente semelhantes aos do grupo controle, sendo que no grupo com 180
dias de poOs-operatdrio apenas um coelho apresentou congestéo vascular discreta e
0 restante ndo mostrou congestdo vascular, o que evidencia que apesar de num
primeiro momento o curativo promover uma exacerbacdo da congestado vascular e
consequentemente do processo inflamatorio, esse processo logo fica semelhante ao
processo cicatricial espontaneo, fato que € compativel com os estudos que analisam
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a biocompatibilidade de enxertos, que revelam a ocorréncia de edema e reagao
inflamatéria ao redor do implante nos primeiros dias, ocorrendo melhora com a
evolucéo do tempo?*?2,

Esse resultado é semelhante aos dos outros estudos experimentais com a celulose
gue evidenciam que tal curativo ndo afeta a intensidade e o tempo de
cicatrizacao®>2°,

b) Exsudato purulento - ndo houve, em todos os periodos analisados, diferengas
estatisticamente significantes entre o exsudato purulento dos membros do grupo
controle submetidos apenas a escarificagdo da regido da subglote e os casos
submetidos a escarificacdo e colocacdo do curativo de celulose, pois ndo houve
formacéo de exsudato purulento em nenhum dos coelhos estudados. A formacéo de
exsudato purulento € um sinal de reacéao inflamatodria exacerbada causada pela falha
de um biomaterial em oferecer biocompatibilidade, promovendo assim uma resposta
inflamatoria insatisfatoria, pois o principal aspecto da biocompatibilidade € a reposta
tecidual local®’.

O fato de néao ocorrer a formacao do exsudato purulento, demonstra a boa resposta
do organismo a este curativo, que evitaria desta maneira a formacdo de processo
inflamatorio exacerbado e consequente possibilidade maior de se estabelecer um
processo de estenose. Tal caracteristica pode ser em virtude das caracteristicas do
curativo de celulose produzida pelo Acetobacter xylinum. Dentre estas temos o fato
de apresentar poros pequenos o bastante para impedir a entrada de bactérias, mas
grande o suficiente para que o tecido tenha uma adequada aeracdo, protegendo
assim o tecido enquanto o organismo renova a mucosa por baixo dele.

O resultado encontrado vem ao encontro dos achados de outros estudos
experimentais com o curativo de celulose, que ndo mostraram exsudato purulento de
forma estatisticamente significativa®*2°.

c¢) Inflamacgéo aguda (Figura 7) - em nosso estudo ndo houve, em todos os periodos
analisados, diferencas estatisticamente significantes entre a resposta inflamatéria
dos membros do grupo controle submetido apenas a escarificacdo e 0s casos
submetidos a escarificacdo e colocacdo do curativo de celulose. Portanto, o curativo
de celulose ndo foi um agravante na reacao inflamatéria, sendo o curativo de
celulose inerte e sua presenca um fator ndo agravante do processo inflamatério,
dado este semelhante ao descrito em outros trabalhos, que evidenciaram através de
resultado histolégicos que o curativo de celulose ndo prolongava 0 processo
inflamatério em estudos experimentais™>°.

Na evolugdo do processo inflamatério ndo houve diferencas estatisticamente
significantes, em relagédo a sua intensidade, entre os grupos de sete, trinta, noventa
e cento e oitenta dias, tanto no grupo controle como nos casos com enxerto de
celulose, sendo que ocorreu processo inflamatorio leve em apenas um coelho do
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grupo controle com 30 dias de poés-operatério, no restante ndo foi detectada
inflamac&o.

Ja& no grupo de estudo o fato se repetiu com excec¢do do grupo Il (90 dias de pés-
operatério) que apresentou dois coelhos com processo inflamatério com discreta
presenca de polimorfonucleares, mondcitos e linfocitos, associado a discreto edema
local, sendo tal fato ndo significante estatisticamente.

Esses achados demonstram que apesar da escarificagdo da regido subglética seguir
0os principios das técnicas descritas na literatura e atingir as camadas mais
profundas dessa regido, mostrou ser um procedimento pouco efetivo'®?°. Dessa
forma, tal técnica ndo proporcionou uma reacgéao inflamatdéria significativa, que néo foi
exacerbada pela presenca do curativo de celulose.

O fato da presenca de curativo de celulose ndo promover uma exacerbacdo e
prolongamento do processo inflamatorio deve-se as suas caracteristicas fisicas e de
biocompatibilidade, como sua porosidade, textura da superficie, consisténcia e
propriedades quimicas, que promovem uma melhor reacdo tecidual, n&o
perpetuando o processo inflamatério®®. Um dos aspectos importantes é a
capacidade do curativo em conter exsudato em seu interior, formando dessa
maneira um gel aderente que é efetivo para encapsular e imobilizar populacdes
bacterianas potencialmente patogénicas, que promoveriam um processo infeccioso
e consequente exacerbacao e prolongamento da inflamacéo.

Os parametros definidores de grau de cicatrizacao e fibrose, considerados de cura
por segunda intencao foram:

a) integridade de epitélio,
b) proliferacéao fibrosa,
) reacao granulomatosa.

a) Integridade do epitélio no trabalho realizado n&o houve diferencas
estatisticamente significantes entre o tempo necessario para se detectar a
integridade do epitélio dos membros do grupo controle e estudo.

Todos os coelhos do grupo controle apresentaram epitélio integro no momento de
estudo. Ja no grupo de estudo observamos epitélio descamado em apenas um
coelho no grupo com sete dias de pds-operatério e em um coelho no grupo com
noventa dias de pos-operatério.

A integridade do epitélio € um importante parametro definidor de cicatrizacéo e cura
por segunda intencdo e a regeneragdo tecidual deste tecido € um processo de
intensa restauragdo e reorganizacdo dos varios tecidos envolvidos neste processo

conforme concluido em outros experimentos™*?®, A auséncia de uma diferenca
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estatisticamente significativa deste parametro € um dado importante que evidencia
um ndo prolongamento e cronificagdo da resposta inflamatéria nos casos com o uso
de curativo de celulose, que se ocorresse evoluiria para o rompimento do tecido,
podendo levar a extrusao do enxerto e alteragdes significativas do epitélio. Tal fato
demonstra que o curativo de celulose ndo promove uma reposta tecidual
exacerbada que poderia ser um fator desfavoravel para o seu uso em estudos
seguintes.

b) Proliferacdo fibrosa: ao compararmos a presenca de fibrose nos casos com o
curativo de celulose e controle, ndo detectamos diferencas estatisticas nos grupos
de tempo analisados. Nos coelhos do grupo de sete dias com o curativo de celulose
houve proliferagéo fibrosa em trés animais, sendo moderada em dois e discreta em
um dos coelhos. Ja nos coelhos do grupo controle do mesmo periodo tal proliferacédo
fiborosa nédo foi observada. Com o passar do tempo o grupo de estudo nao
apresentou mais proliferacéo fibrosa em nenhum do grupos estudados.

Ja o grupo controle de todos os grupos estudados apresentou apenas um coelho
com proliferacdo fibrosa moderada, o qual se encontrava no grupo de 90 dias de
pos-operatorio, tendo o restante auséncia de proliferacéo fibrosa.

A presenca de proliferacéo fibrosa evidenciada apenas em coelhos do grupo | de
estudo sem apresentar tal ocorréncia na evolucao do processo inflamatorio leva-nos
a concluir que presenca do enxerto pode induzir a uma proliferacdo fibrosa inicial,
porém com o passar dos dias evoluiu para um processo cicatricial semelhante ao
espontaneo.

Esses achados sdo semelhantes aos encontrados em outros estudos que usaram o
curativo de celulose em outros animais e regidées corpéreas e evidenciaram as
vantagens do curativo de celulose no processo cicatricial, promovendo uma melhora
da cicatrizacdo em feridas com cicatrizacéo alterada®.

Outros estudos evidenciaram que o uso do Bionext® ndo altera a velocidade nem a
forca de cicatrizacdo, concluindo que o curativo atua de forma positiva no processo
cicatricial®®?3%27,

c) Reacdo granulomatosa: em nosso trabalho ndo detectamos diferencas
significativas entre o grupo controle e os casos com o0 curativo de celulose em
nenhum dos tempos analisados: sete dias, um més, trés meses e seis meses.

No grupo controle, em nenhum dos coelhos estudados houve reacéo
granulomatosa. J4& no grupo de estudo evidenciamos a formacdo de reacgdo
granulomatosa apenas em dois coelhos no grupo com 90 dias de pds-operatorio,
sendo que o restante dos coelhos evoluiu sem a formacao de granuloma.

A auséncia de reacdo granulomatosa evidencia uma resposta favoravel do tecido
hospedeiro ao implante do curativo, pois segundo a literatura a reacdo de
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biocompatibilidade trata-se de uma resposta de reacdo de corpo estranho e de
reacao cicatricial, que pode progredir para uma resposta favoravel com a formacéao
de uma fina cépsula fibrosa, envolvendo o implante e/ou crescimento de tecido
dentro do biomaterial, ou evoluir para uma reacao continua, inflamatéria cronica
caracterizada por formacéo de cépsula fibrosa espessa, granulacdo e rompimento
do tecido com subsequente formagdo de abscesso ou fistula, culminando com
extrusdo do enxerto e alterages neoplasicas.

Tal achado é compativel com estudos realizados com o curativo de celulose em
outros trabalhos experimentais como o de Cohn, que utilizou e comparou um
curativo de hidrofibora de celulose e gaze hidratada com solugdo salina e nao
evidenciou prolongamento do processo inflamatério e consequiiente retardo da
cicatrizagao.

Resultado semelhante de Costa e Souza (2005), quando analisaram a cicatrizagao
de pele de porcos large White comparando o uso do Bionext® ao curativo local dirio
nao observando diferencas na evolucdo do processo inflamatorio e da cicatrizagéo
entre as lesodes.

Portanto, o curativo de celulose ndo foi um agravante na rea¢ao granulomatosa, logo
o Bionext® é um curativo inerte e sua presenca ndo agrava ou prolonga este
processo, fato que se assemelha aos achado de outros estudos realizados com esse
curativo®®#2/

Como um dos principais conceitos do tratamento das estenoses subgléticas e
traqueais é a necessidade de revestimento das areas cruentas, sempre associado a
ampliacdo da luz traqueal, o uso de uma membrana, biologicamente inerte, nao
associada a resposta inflamatdria e infecciosa pode ser de grande utilidade em
estudos futuros, ja que os achados do trabalho realizado sdo compativeis com
outros estudos com curativo de celulose em animais.

Frente a isso podemos levantar algumas perspectivas e vantagens em relacdo ao
curativo de celulose tais como:

- Trata-se de um substituto viavel em laringologia.

- Requer menor tempo e morbidade cirtrgica, pela sua facilidade de manipulacéo e
pelo fato de ndo haver a necessidade de obtencdo do curativo em outra area
doadora.

- Tem menor custo.
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CONCLUSOES

A analise dos resultados deste estudo permitiu concluir:

N&o foram observadas diferencas entre 0os grupos controle e de estudo quanto
aos parametros inflamatdrios ou cicatriciais.

N&o houve sinais inflamatdrios relacionados ao uso da membrana de celulose que
nao tivessem ocorrido devido ao traumatismo cirdrgico.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1.

10.

Zietek E, Matyja G, Kawczynski M, Stenosis of the larynx and trachea:
diagnostics and treatment. Otolaryngol Pol 2001;55(5):515-20.

Koshkareva Y, Gaughan JP, Soliman AM. Risk factors for adult laryngotracheal
stenosis: a review of 74 cases. Ann Otol Rhinol Laryngol 2007 Mar;116(3):206-10.

Richard I, Hamon MA, Ferrapie AL, Rome J, Brunel P, Mathe JF. [Tracheotomy
in brain injured patients: which patients? Why? When? How?] Ann Fr Anesth
Reanim 2005 Jun;24(6):659-62.

Couraud L,Jougon JB,Velly JF Surgical treatment of nontumoral stenoses of the
upper airway. Ann Thorac Surg 1995 Aug;60(2):250-9; discussion 259-60.

Ashiku SK, Kuzucu A, Grillo HC, Wright CD, Wain JC, Lo B, Mathisen DJ.
Idiopathic laryngotracheal stenosis: effective definitive treatment with
laryngotracheal resection. J Thorac Cardiovasc Surg 2004 Jan;127(1):10-1.

Herrington HC, Weber SM, Andersen PE. Modern management of
laryngotracheal stenosis. Laryngoscope 2006 Sep;116(9):1553-7.

Brown OE, Manning SC. Microbial flora of the subglottis in intubated pediatric
patients. Int J Pediatr Otorhinolaryngol 1996 Apr;35(2):97-105.

Obara S, Muto H, Ichikawa N, Tanaka O, Otsuka M, Kawanabe M, Ishii H,
Niikura Y, Komatsu M. A repeated-dose dermal toxicity study of hydrophobically
modified hydroxypropyl methylcellulose in rats. J Toxicol Sci; 1997 Aug; 22
(3):255-80.

Korpela A, Aarnio P, Sariola H, Tormala P, Harjula A. Comparison of tissue
reactions in the tracheal mucosa surrounding a bioabsorbable and silicone
airway stents. Ann Thorac Surg 1998 Nov;66(5):1772-6.

Dufresne AM, Lafreniere D. Soft tissue response in the rabbit larynx following
implantation of LactoSorb (PLA/PGA copolymer) prosthesis for medialization
laryngoplasty. J Voice 2000 Sep;14(3):387-97.



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

59

Dodge-Khatami A, Niessen HW, Koole LH, Klein MG, Van Gulik TM, de Mol BA.
Tracheal replacement in rabbits with a new composite silicone-metallic
prosthesis. Asian Cardiovasc Thorac Ann 2003 Sep;11(3):245-9.

Glatz F, Neumeister M, Suchy H, Lyons S, Damikas D, Mowlavi A. A tissue-
engineering technique for vascularized laryngotracheal reconstruction. Arch
Otolaryngol Head Neck Surg 2003 Feb;129(2):201-6.

Saad AS, Falla A. Management of intractable and extensive tracheal stenosis by
implantation of cartilage graft. J Pediatr Surg 1983 Aug;18(4):472-4.

Aidonis A, Nikolaou A, Bourikas Z, Aidonis I. Management of tracheal stenosis
with a titanium ring and nasal septal cartilage. Eur Arch Otorhinolaryngol 2002
Sep;259(8):404-8.

Mello LR, Machado FCN, Haas LJ, Zacchi V, Luzzi R, Zoschke J, Ramos RS.
Efeitos hemostatico e estrutural da esponja de cellulose liofilizada. Arq
Neuropsiquiatr 1998;56(3B):613-20.

Adriaansen FC, Verwoerd-Verhoef HL, Van Der Heul RO, Verwoerd CD.
Differential effects of endolaryngeal trauma upon the growth of the subglottis. Int
J Pediatr Otorhinolarynol 1988 May;15(2):163-71.

Morera E, Alvarez H, Fontes L, Gorospe M, Bernaldez R, Gavilan J.
Histopathological changes at the surgical site in experimental animals following
partial cricoid resection and thyrotracheal anastomosis.Acta Otorrinolaringol Esp;
2004 Mar;55(3):131-8.

Loewen MS, Walner DL, Caldarelli DD. Improved airway healing using
transforming growth factor beta-3 in a rabbit model; Wound Repair Regen 2001
Jan-Feb;9(1):44-9.

Roh JL, Lee YW, Park, HT. Subglotic wound healing in a new rabbit model of
acquired subglottic stenosis. Ann Otol Rhinol Laryngol 2006 Aug;115(8):611-6.

Loewen MS, Walner DL. Dimensions of rabbit subglottis and trachea. Lab Anim
2001 Jul;35(3):253-6.

Robbins SL, Cotran RS, Kumar V. Pathologic basis of disease. 5 Ed.
Philadelphia: W. B. Saunders 1994;52-92.

Bonzon N, Carrat X, Deminiére C, Daculsi G, Lefebvre F, Rabaud M. New
artificial connective matrix made of fibrin monomers, elastin peptides and type | +
[Il collagens: structural study, biocompatibility and use as tympanic membranes
in rabbit. Biomaterials 1995;16(11):881-5.



23.

24.

25.

26.

27.

28.

60

Hart J, Silcock D, Gunnigle S, Cullen B, Light ND, Watt PW. The role of oxidised
regenerated cellulose/collagen in wound repair: effects in vitro on fibroblast
biology and in vivo in a model of compromised healing. Int J Biochem Cell Biol
2002 Dec;34(12):1557-70.

Moseley R, Walker M, Waddington RJ, Chen WY. Comparison of the antioxidant
properties of wound dressing materials--carboxymethylcellulose, hyaluronan
benzyl ester and hyaluronan, towards polymorphonuclear leukocyte-derived
reactive oxygen species. Biomaterials 2003 Apr;24(9):1549-57.

Cohn SM, Lopez PP, Brown M, Namias N, JacKowski J, Li P, Mishkin D, Lopez
JM. Open surgical wounds: how does Aquacel compare with wet-to-dry gauze? J
Wound Care 2004 Jan;13(1):10-2.

Costa HO, FC Souza. Avaliacdo da regeneracao tecidual da pele de porco
submetida a lesdo térmica seguida de colocacdo de Biotissue® 2005,
Out/Nov/Dez;23(4):192-6.

Sevastjanova NA, Mansurova LE, Dombrovska LE, Slutskii LI. Biochemical
characterization of connective tissue reaction to synthetic polymer implants.
Biomaterials 1987.

Dormer KJ, Bryce GE, Hough JVD. Selection of biomaterials for middle and inner
ear implants. Otolaryngol Clin North Am 1995; 28(1):17-27.



61

2.3 Artigo 3

Revista Brasileira de Otorrinolaringologia

Rev. Bras. Otorrinolaringol. vol. 75 no. 2 Sado Paulo Mar./Apr. 2009
ARTIGO ORIGINAL

Estudo experimental da resposta tecidual a presenca de celulose produzida
por Acetobacter xylinum no dorso nasal de coelhos

Wander Lopes Amorim'; Henrique Olival Costa"; Flavia Coelho de Souza"

Marilia Germanos de Castro';: Leonardo da Silva¥

'Mestrando pela Santa casa de S&o Paulo, Médico Otorrinolaringologista
"Otorrinolaringologista, ~ Cirurgido de Cabeca e Pescoco. Doutor em
Otorrinolaringologia, Prof. Adjunto do Depto. de Otorrinolaringologia da Santa Casa
de Sao Paulo, Coordenador do programa de Pds-Graduacdo em ORL da Santa
Casa de Sao Paulo

""Mestre em Veterinaria, Doutoranda da Santa Casa de S&o Paulo

VProfessora Instrutora da Santa Casa de S&o Paulo, Patologista

VDoutor em Otorrinolaringologia, Professor Instrutor da Santa Casa de Sdo Paulo.

Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sao Paulo



62

RESUMO

Varios materiais sdo propostos para reconstru¢do nasal, ndo havendo consenso
sobre qual o melhor. A manta de celulose produzida por bactéria pode ser mais um
elemento para adicdo cartilaginosa. Nao h& estudos deste material no dorso nasal.
Objetivo: Avaliar a resposta tecidual a presenca da celulose bacteriana no dorso
nasal de coelhos. Material e Método: Foram utilizados 22 coelhos Nova Zelandia,
sendo que em 20 deles foi implantada a manta de celulose no dorso nasal e em 2
controles nada foi feito. Foram acompanhados por um periodo de trés e seis meses,
sendo entdo retirados as regides do dorso nasal e narinas dos coelhos e realizado
estudo histopatoldgico levando em consideracdo parametros definidos de condigéo
inflamatéria como congestdo vascular, intensidade do processo inflamatério e
presenca de exsudato purulento. Resultados: O processo inflamatério manteve-se
estavel, demonstrando sua relacdo com o procedimento cirdrgico, € ndo com a
presenca da manta de celulose. Nos demais parametros estudados nao houve
diferenca estatisticamente significante. Conclusdo: A manta de celulose de
Acetobacter xylinum mostrou boa biocompatibilidade e manteve-se estavel no
decorrer do tempo de estudo, podendo ser considerada um bom material para uso
na elevacao do dorso nasal.

Palavras-chave: Biocompatibilidade, celulose, coelhos, nariz.
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INTRODUCAO

A busca por um ideal estético e a melhora dos contornos corporais sempre foi de
grande interesse por parte da humanidade. O nariz, pela estratégica posi¢ao central
gue ocupa na face, fica mais susceptivel as lesGes traumaticas, que podem provocar
deformidades faciais e motivar estigmas sociais e preconceitos de varias espécies.

Mesmo tendo funcéo primordialmente respiratéria, o nariz possui importante fungéo
estética e, por sua posicdo anatdmica de destaque, revela a carga genética nos
contornos faciais.

A reconstrucdo nasal € uma preocupacdo da Medicina desde a antiguidade. No
Império Romano os prisioneiros de guerra eram submetidos a amputacdo nasal
como castigo. Na India antiga, os delitos de adultério e roubo eram penalizados com
a amputacdo nasal. Portanto, desde esta época surgiram o0s primeiros relatos de
reconstrucdo de narizes deformados ou mutilados®.

A chamada rinoplastia moderna iniciou-se em 1860, quando a comunidade cientifica
comecou a se preocupar com as bases estruturais do nariz. O sucesso do uso de
0sso maxilar e frontal para recompor a estrutura nasal levou os pesquisadores a
tentativa de uso da ulna, tibia e costela’.

A partir dos esfor¢cos pioneiros no campo da rinoplastia, as técnicas de reconstrucao
nasal foram aprimoradas continuamente, apresentando atualmente excelentes
resultados. Existe uma variedade de opcdes para a cirurgia reconstrutiva nasal e isto
se deve, dentre outros fatores, ao desenvolvimento de materiais aloplasticos
estaveis, ndo-reativos e de facil disponibilidade®.

Os materiais preferidos para o suporte do dorso nasal devem apresentar resisténcia
adequada, persisténcia no volume e forma, facilidade de insercdo e revestimento,
além de suficiente disponibilidade e habilidade para mimetizar o contorno natural do
dorso™**7,

Varios materiais tém sido propostos para 0 uso na reconstrucdo nasal. Entretanto,
nao ha consenso sobre qual deles é o melhor. A necessidade de novos estudos
fundamenta-se na necessidade de buscar materiais ou substancias nunca utilizados
ou usados em outros locais do corpo humano e que possam se apresentar como
solucdes viaveis, tanto pela praticidade, como pela economia e diminuicdo de
comorbidades.

Em 1984, através da fermentacdo de bactérias do género Acetobacter, o
microbiologista Luis Fernando Xavier Farah conseguiu desenvolver um processo
industrial e economicamente viavel de producdo de celulose bacteriana. A
membrana resultante desta sintese, ap6s o0 processamento, é dotada de
permeabilidade seletiva, permitindo a passagem de vapor de agua, mas impedindo a

passagem de microorganismos. E homogénea, com espessura média de 0,05 mm e
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ndo contém adesivos ou aditivos. E constituida basicamente por celulose,
substancia inerte, resistente e insolivel em todos os solventes organicos. Além
disso, possui caracteristicas fisicas especificas, tais como: permeabilidade definida a
liquidos e gases, resisténcia a tracdo e alongamento e peso e estrutura molecular
caracteristico e estavel. A membrana de celulose vem sendo testada nas mais
variadas areas desde a utilizacdo como pele artificial até em industrias para
confeccao de coletes a prova de projéteis de arma de fogo, telas para computadores
e papel para preservacdo de documentos histéricos® (Figura 1).

FIGURA 1. Microscopia de Acetobacter produzindo a celulose

Na busca de uma alternativa viavel para a reconstrucdo do dorso nasal, com
aumento do volume, sem que haja modificacbes das caracteristicas habituais de
textura e consisténcia do ponto de vista estético e que ndo incorra nas desvantagens
relativas a colheita e tolerabilidade do material a ser enxertado, decidimos estudar
as condicdes cicatriciais quando do uso de manta de celulose bacteriana produzida
por Acetobacter xylinum (Bionext®) como elemento de elevacdo do dorso nasal.

A manta de celulose Bionext® (ANVISA N 80255120001) é produzida pela Bionext
Produtos Biolégicos e consiste de uma membrana flexivel, semitransparente,
amarelada, composta de polissacarideos sintetizados por bactéria do género
Acetobacter, sendo biodegradavel, ndo-toxica, n&o-pirogénica e estéril. Este
composto tem sido utilizado com sucesso como curativo temporario de pele®**,

OBJETIVO

Avaliar a resposta tecidual & presenga de celulose bacteriana produzida por
Acetobacter xylinun como material de elevacdo do dorso nasal de coelhos.
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MATERIAL E METODO

Apbs aprovagdo no Comité de Etica em Pesquisa em animais do Instituto de
Ciéncias Avancadas em Otorrinolaringologia no dia 13 de junho de 2006, o estudo
foi realizado no biotério do mesmo Instituto com supervisdo e acompanhamento
veterinario, sendo que 0s animais permaneceram em caixas apropriadas, com livre
acesso a agua e a racao comercial padronizada.

Os procedimentos cirdrgicos foram realizados de acordo com as normas da
comissado de ética da Unidade de Técnica Cirargica Experimental da Santa Casa de
Sao Paulo e obedeceu as normas da Lei Federal n® 6.638 de oito de maio de 1979 e
aos principios éticos na experimentacdo, postulados pelo Cédigo Brasileiro de
Experimentagcdo em animais (COBEA).

Selegcdo e Tamanho da Amostra

Foram estudados vinte e dois coelhos da raca Nova Zelandia, do sexo masculino,
com seis meses de idade, os quais foram acompanhados por um periodo de trés e
seis meses, sendo determinados aleatoriamente grupos de estudo de acordo com o
tempo de seguimento. A escolha do animal baseou-se na peculiaridade de
oferecerem boas condi¢bes de manipulacdo, acompanhamento e avaliacéo.

Os animais foram divididos em:
a - 2 coelhos para controle do procedimento cirdrgico;

b - 20 coelhos para o grupo de estudo, sendo 10 avaliados ap0s trés meses de poés-
operatorio e outros 10 em 6 meses de pos-operatorio;

A determinacdo de qual grupo de seguimento o animal participaria foi feita por
sorteio no dia da eutanasia.

Preparo do Material

Previamente ao procedimento cirargico o material derivado de celulose foi
esterilizado em solucao de glutaraldeido por 10 minutos e lavado em soro fisioldgico,
sendo que uma tira de 4 cm de comprimento e 1 cm de largura foi recortada,
confeccionada, dobrada e moldada de maneira a constituir um elemento de elevacao
para ser inserido no dorso nasal (Figura 2).
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FIGURA 2. Manta de celulose antes de dobradura para insercéo

Procedimento Cirargico

Os coelhos foram submetidos a anestesia geral, apés jejum pré-operatério de quatro
horas. Todos os animais foram anestesiados com quetamina 40 mg/kg e hidrocloreto
de xylasina 10 mg/kg por via intraperitoneal e permaneceram sob ventilacao
espontanea durante todo o procedimento.

Os animais tiveram a pele do dorso depilada para fotografia padronizada,
observacéo da expansao volumétrica e avaliacdo das condi¢des clinicas do enxerto.

FIGURA 3. Corte sagital de peca mostrando a celulose incluida no
dorso nasal (seta)



67

Uma incisao na regiao frontal foi utilizada com cerca de 1 cm de extensao horizontal
e um plano de disseccdo subperiosteal, da regido incisada (interorbitaria) a ponta
nasal, para que um tlnel de insercéo de cerca de 7 cm de comprimento por 1 cm de
largura fosse obtido. O mesmo procedimento foi realizado no grupo controle, mas
nao houve insergcdo do material de celulose para que fosse observada a resposta ao
procedimento cirdrgico.

Colocacéo da Celulose no Dorso Nasal

Uma tira de 4 cm de comprimento e 1 cm de largura, que foi previamente desenhada
e recortada, foi colocada na bolsa de enxertia sobre o dorso nasal.

Apos ter inserido na bolsa a tira da manta de celulose, pontos de sutura de
mononylon 3.0 foram aplicados na incisdo frontal e a cirurgia foi finalizada. No poés-
operatorio imediato foram aplicados Benzetacil 1 mL intramuscular e Dipirona 0,2 mL
intramuscular e o procedimento foi encerrado.

Eutanasia

Apbs acompanhamento por 3 meses, 10 coelhos foram escolhidos por sorteio dentre
0S que receberam o enxerto e 1 dos que ndo receberam para serem submetidos a
eutanasia. Os animais receberam injecao intracardiaca de cloreto de potassio
enquanto anestesiados. Através de incisdo seguindo a rima lateral da boca,
passando pela borda rostral orbitaria, contornando-a até alcancar o osso frontal foi
retirada a peca da regido rostral do animal. Foi mantida a integridade da regido
dorsal e lateral do nariz desde as narinas até a regido frontal. As pecas foram
armazenadas em formaldeido a 10%, para serem realizados estudos
anatomopatolégicos. O mesmo procedimento foi repetido com seis meses de
acompanhamento.

Avaliacao Histopatolégica

Apods congelamento dos blocos das pecas anatdmicas, estes foram submetidos a
descalcificacdo e, em seguida, foram estabelecidos cortes coronais seriados na
distancia de 5 mm da ponta nasal até a sutura frontal e estudados o padréo
inflamatorio, espessura do enxerto e relacdo enxerto-hospedeiro.

Foi feita uma padronizacdo prévia dos parametros a serem observados por um
médico otorrinolaringologista e um médico patologista e a analise das laminas foi
realizada por um Unico patologista, sem que o mesmo soubesse a que grupo o
espécime pertencia. Os cortes foram submetidos a coloracdo de Hematoxilina-
Eosina (HE) e avaliados histologicamente.
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Foi feita entdo leitura em microscépio Optico. Alguns parametros definidores de
condicéo inflamatoéria foram avaliados e graduados. Foram eles:

Congestéao vascular:

0-leve

1 - moderado

2 - intenso

Intensidade do processo inflamatério:
0 - ausente

1 - discreto

2 - moderado

3 - intenso

Exsudato purulento:

0 - ausente

1 - presente

Integridade da manta de celulose:
0 - ausente 1 - integro

2 - parcialmente fragmentado

3 - fragmentado

Todas as laminas de histologia foram documentadas por fotografia digital (Figura 4).
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FIGURA 4. Exame histolégico mostrando a celulose (seta) em contato
com tecido subcuténeo. HE, 40X

Avaliacao Macroscopica

Um parametro macroscoépico foi também usado para avaliacao da elevacao do dorso
com a colocacéo da manta de celulose, obtida com a observacéo do perfil do animal
com trés e seis meses apods o procedimento cirdrgico.

Elevacado do dorso:
1 - Dorso plano

2 - Dorso elevado

Andalise Estatistica

Os resultados encontrados no exame anatomopatologico foram tabulados em
variaveis categodricas e comparados com teste nao-paramétrico para amostras
independentes de Mann-Whitney entre os diversos pares de intervencgoes.

O teste de Mann-Whitney é um teste ndo-paramétrico equivalente ao teste T para
amostras independentes, devendo ser utilizado quando os resultados ndo séo
distribuidos normalmente, ndo podendo ser distribuidos através de uma
transformagéo logaritmica. O teste combina e classifica os resultados de duas
amostras e calcula a diferenca estatistica entre a soma dos rankings. Adotamos o
valor de 5% para significancia estatistica (P < 0,05).



RESULTADOS

Os achados dos aspectos histologicos da resposta inflamatéria representados pelos
parametros pré-determinados como congestdo vascular, exsudato purulento e
processo inflamatério agudo e condi¢cdes da manta de celulose, além do aspecto
macroscopico da observacdo da elevacdo do dorso nasal, estdo apresentados nas

Tabelas 1 e 2.

TABELA 1. Parametros microscopicos e macroscépicos avaliadores da

condicdo inflamatéria e condicbes da manta de celulose

implantada no periodo de seguimento de 3 meses

Tabela 1. Parametros microscopicos e macroscopicos avaliadores
da condigao inflamatoria e condigdes da manta de celulose implan-
tada no periodo de seguimento de 3 meses.

Coelho Aspecto externo ~ Coradesda oy pp
celulose
1 Elevado integra 0o 0 1
2 Elevado integra i o 9
Elovatiorcom Parcialmente
3 pele parma!mem fragmentada 0 1 3
te necrotica
4 Elevado integra 2 0 2
5 Elevado ParGiaimonts 1 0 2
fragmentada
6 Elevado integra 0o o0 1
Parcialmente
7 Elevado fragmentada 1 0 1
Elevado com :
8 pele parcialmen- ::rcnale:?ar;t: 2 2 3
te necrotica gm
] Elevado integra 0o 0 1
Parcialmente
10 Elevado fragmentada 2 0 3
11* = c =
12**

CV - congestao vascular O:leve; 1:moderado; 2: intenso.

EP - exsudato purulento 0: ausente; 1: presente.

PIA - processo inflamatério 0: ausente; 1: discreto; 2: moderado; 3:

intenso.

* animal morreu no laboratdrio dias apés o procedimento.
** animal sacrificado com peca retirada e enviada a patologia, po-

rem material foi extraviado.
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TABELA 2. Pardmetros microscopicos e macroscopicos avaliadores da
condicdo inflamatdéria e condicbes da manta de celulose
implantada no periodo de seguimento de 6 meses

Tabela 2. Farametros microscopicos & macroscopicos avaliadores
da condigao inflamatoria e condigtes da manta de celulose implan-
tada no periodo de seguimento de 6 meses.

Condighes

Coelho Aspecto externo ol coklices Cv EP PIA

1 Elevado Paclments ., ; 5
fragmentada

2 Elevado Parcialments  , 4 4
fragmentada
Parcialmente

3 Elevado fragmentada 0 0 2
Parcialmente

4 Elevado fragmentada g 0O 1
Parcialmente

5 Elevado fragmentada 0 0 2

6 Elevado Pacalments , 4 5
fragmentada
Elevado com pele Parcialmente

T : il 0 0 1
parcialmente necrdtica  fragmentada
Parcialmente

8 Elevado fragmentada 0 0 2
Parcialmente

9 Elevado fragmentada 0 0 0

10 Elevado Pacalments , o .
fragmentada

11*

CV - congestio vascular Oleve, 1:moderado, 2: intenso

EP - exsudato purulento 0: ausente, 1: presernte

PlA - processo inflamatdrio 0: ausente, 1: discreto, 2: moderado, 3:
intenso

*** animal marreu no laboratério dias apds o procedimento.

O aspecto macroscopico de avaliacdo externa do dorso nasal mostrou que todos 0s
animais apresentavam dorso elevado ao final dos trés meses, sendo que dois
animais do total de 10 apresentavam pele parcialmente necrética. Do mesmo modo,
ao final dos seis meses todos os animais apresentavam o dorso elevado, com 1
animal com pele parcialmente necrotica.

O aspecto microscopico avaliado pelos parametros preestabelecidos mostrava que
ao final dos trés meses a manta de celulose se mostrava integra em cinco animais, e
em outros cinco animais foi observada fragmentacdo parcial do material. Ja no
periodo de acompanhamento de seis meses observou-se tendéncia a fragmentagéo
parcial, porém, ndo houve diferenca estatistica (p = 0,065).
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Em relacdo aos parametros de resposta inflamatéria, a congestdo vascular ndo
mostrou diferenca estatistica entre o grupo de trés meses e o0 grupo de seis meses
(p = 0,279), como também ndo foi observada diferenca estatistica em relacdo a
presenca de exsudato purulento nos grupos de trés e seis meses (p = 0,684).

Quanto ao parametro de processo inflamatério ndo se observou diferenca estatistica
entre o grupo de trés e seis meses (p = 0,317).

Teste Mann-Whitney para amostras independentes

Congestéo Vascular

Rank médic do grupo de 90 dias 12,00
Rank médic do grupo de 180 dias 9,00
Valorp 0,279

O resultado do teste indicou que ndo existe diferenca significativa (valor-p > 0,05)
entre congestédo vascular a 90 dias e 180 dias.

Exsudato Purulento

Rank médio do grupo de 90 dias 11,05
Rank médio do grupo de 180 dias 9,95
Valorp 0,684

O resultado do teste indicou que ndo existe diferenca significativa (valor-p > 0,05)
entre exsudato purulento a 90 dias e 180 dias.

Processo Inflamatério

Rank médio do grupo de 90 dias 11,7
Rank medio do grupo de 180 dias 9,25
Valorp 0,317

O resultado do teste indicou que nao existe diferenca estatistica (valor-p > 0,05)
entre o processo inflamatoério a 90 e 180 dias.

Elevacado do dorso

Rank meédio do grupo de 90 dias 10,50
Rank médic do grupo de 180 dias 10,50
Valor-p 1

O resultado do teste indicou que néo existe diferenca significativa (valor-p = 1) entre
elevacao do dorso a 90 dias e 180 dias.
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Integridade da celulose

Rank médio do grupo de 90 dias 7,75
Rank médio do grupo de 180 dias 12,50
Valorp 0,065

O resultado do teste indicou que ndo existe diferenca estatistica (valor-p > 0,05)
entre integridade da celulose a 90 e 180 dias.

DISCUSSAO

Na Otorrinolaringologia, estudos sobre a viabilidade do uso da celulose bacteriana
em regides mucosas como septo nasal, cornetos e substituicdes de membranas
timpéanicas foram realizados e se mostram promissores. O uso de material com estas
propriedades ainda nao foi devidamente investigado em pacientes submetidos a
remodelacdo nasal. Como os testes em animais n&o incluiram sua avaliagdo na
regido de interesse, entendemos que seria necessario constatar as condi¢cdes de
cicatrizagao e eficacia da manta de celulose como material de elevagdo do dorso
nasal em coelhos.

A técnica cirdrgica se mostrou adequada e de facil realizacdo quanto ao implante da
celulose no dorso nasal de coelhos. A incisdo frontal interorbitaria com o
descolamento subperiosteal até a ponta nasal permitiu a realizacdo de um tanel de
facil acesso para o implante do material. Uma sensibilidade maior foi observada em
alguns animais na regido da ponta nasal, mas nada que impedisse a confeccédo do
tunel e a insercédo da manta de celulose.

A principal preocupacdo do estudo era determinar se o material era biocompativel,
resultando em resposta inflamatoria toleravel e também avaliar se as suas condicdes
de elevacao do dorso permaneceriam inalteradas com o decorrer do tempo.

Na literatura observamos que, para a avaliacdo da biocompatibilidade do enxerto em
relacéo ao tecido hospedeiro, existem varios métodos. Tém-se: cultura de células e
tecidos, andlise histoquimica®?, estudos bioquimicos™**, estudos histolégicos e
estudos de perfusdo de todo um 6rgdo. Existem também medidas de peso, rigidez,
elasticidade, alongamento, quebras na mecéanica e alteracdes na superficie que
podem ser revelados na microscopia eletrénica. Mais recentemente, tém-se utilizado
exames complementares de radiologia, como por exemplo, a tomografia
computadorizada e a ressonancia nuclear magnética associada ou ndo a injecao de
marcadores radioativos especificos, para avaliar a resposta do tecido a implantes
metalicos que podem se dissolver e causar inflamacdo™™*’. Porém, o método mais
utiizado em estudos experimentais é a andlise histologica com coloragdo de
hematoxilina-eosina’®2®,
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Neste trabalho optamos pela andlise histolégica por ser um método simples e por
fornecer informacdes gerais da resposta tecidual ao material implantado.

O fato de a presenca de curativo de celulose ndo promover uma exacerbacgéao e
prolongamento do processo inflamatoério pode ser devido as suas caracteristicas de
biocompatibilidade, que promovem uma melhor reagéo tecidual, ndo perpetuando o
processo inflamatério, o qual ja foi demonstrado em diversos estudos na
literatura™>*429:%°,

A questdo da biocompatibilidade foi investigada através da observacado da resposta
inflamatoria local. A congestao vascular e a presenca de exsudato purulento tiveram
baixa expresséao.

O processo inflamatério encontrado no terceiro més de acompanhamento n&o
apresentou mudanca significativa no sexto més, mostrando sua relagdo com o
procedimento cirdrgico e ndo com a presenca da manta de celulose. A presenca de
processo inflamatério representa a participacdo das células no processo de
reparacao dos tecidos. N&o houve sinais de resposta inflamatdria maior nos animais
operados com colocacdo de enxerto do que naqueles que foram operados e nao
receberam a celulose. Nos animais que receberam a celulose observou-se a
formacdo de um processo inflamatério a custa de polimorfonucleares, com a
presenca de células gigantes multinucleadas. Entretanto, ndo houve a formacao de
um processo inflamatorio crénico com predominio de macrofagos e linfocitos, nem
tampouco formacdo de granulomas apds o aparecimento das células gigantes,

tipicos de reposta imune e de sequestro por macrofagos.

Quanto a qualidade final do enxerto, como material de elevacdo do dorso nasal,
percebemos que houve uma notavel modificacdo na estrutura do dorso nasal dos
coelhos no poés-operatério imediato, que se manteve inalterada até o final dos
periodos de acompanhamento. O exame do perfil mostrou elevacdo do dorso em
todos os animais dos dois grupos (p = 1).

JA o estudo histolégico do material enxertado mostrou uma tendéncia de
fragmentacéo no decorrer do tempo, ndo havendo, porém, diferenca estatistica entre
0 grupo do terceiro més e o do sexto més (p = 0,065). Salientamos também que esta
fragmentacdo nao foi acompanhada de macrofagia, ndo havendo, portanto,
reabsorcdo da celulose no periodo de acompanhamento do estudo. O rompimento
de propriedades do material implantado poderia sugerir falha de biocompatibilidade,
mas a resposta tecidual local ndo pareceu insatisfatoria para considerarmos como
tal. A fragmentacdo da celulose também deve ser analisada como um sinal positivo
de incorporacdo ao tecido, sem ocorréncia de resposta inflamatoria exacerbada e
patolégica.

Os estudos de biocompatibilidade de materiais geralmente necessitam de uma
avaliacdo em periodos diferentes pela propria fisiopatogenia da resposta tecidual a
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um corpo estranho. O tempo de evolucdo foi importante para avaliarmos o
comportamento da manta de celulose, a reacdo inflamatoria local e a condi¢do do
dorso nasal neste periodo estipulado. Como ndo existem outros trabalhos na
literatura sobre o uso deste material para esta finalidade, ndo dispomos de
condi¢Bes para uma andlise comparativa. Talvez novos estudos, com um tempo de
acompanhamento maior, possam nos dar mais informac¢des quanto a evolucdo da
fragmentagao, observada em algumas amostras, e se viria a afetar a elevagédo do
dorso nasal dos animais.

Neste estudo, pudemos perceber que a manta de celulose teve boa maleabilidade,
sendo de facil manipulacdo. Uma vez inserida na bolsa subcuténea, emprestou uma
consisténcia natural ao dorso nasal e deu excelente elevacdo ao perfil nasal. Suas
caracteristicas fisicas e de biocompatibilidade, assim como a facilidade de colocacéo
e a provavel possibilidade de modelacdo no ato da insercdo, fazem deste produto
um possivel elemento de ajuda no tratamento que exija adicdo cartilaginosa e/ou
0ssea.

CONCLUSAO

A manta de celulose de Acetobacter xylinum mostrou boa biocompatibilidade e
manteve-se estavel no decorrer do tempo de estudo, podendo ser considerada um
bom material para uso na elevacao do dorso nasal de coelhos.
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As propriedades mecéanicas dos biomateriais se tornam importantes na
escolha do material a ser utilizado na aplicacdo médica desejada. Diferentes tipos de
tecidos exigem diferentes propriedades mecanicas do material para poderem ser
regenerados ou substituidos, como na engenharia de tecidos de pele, cartilagem,
0ssea ou vascular.

O comportamento fisico-quimico de um polimero é fortemente influenciado
pelo grau de cristalinidade da sua estrutura. Por exemplo, a cristalinidade da
celulose influencia diretamente as propriedades de degradacédo, absorcdo e
retencéo de agua (Schenzel et al, 2005).

O curativo de celulose tem se mostrado um excelente curativo biolégico e tem
sido usado em grande variedade de aplicacdes na pratica médica. Na realidade, o
seu uso vem aumentando, a medida que aumenta o uso de materiais biolégicos
como curativos em tecidos lesados ou doentes, pois devido a sua estrutura Unica e
suas propriedades fisicas e de biocompatibilidade a celulose produzida por
Acetobacter xylinun é uma candidata natural a ser utilizada em diversas areas da
Medicina em que se tenha como objetivo a restauracéo tecidual (Czaja et al, 2007).

Uma das maiores vantagens da celulose bacteriana é a sua capacidade para
ser moldada em praticamente qualquer tamanho e forma durante a sua sintese, sem
causar qualquer alteracdo significativa de suas propriedades fisicas. Devido a
recentes avangos nas tecnologias de implantes e técnicas de microcirurgia, objetos
pequenos e versateis de celulose bacteriana podem revelar-se muito Uteis na area
de pesquisa biomédica.

O fato da presenca de curativo de celulose ndo promover uma exacerbacgao e
prolongamento do processo inflamatdrio pode ser devido as suas caracteristicas

fisicas e de biocompatibilidade, como sua porosidade, textura da superficie,
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consisténcia e propriedade quimicas, que promovem uma melhor reacdo tecidual,
ndo perpetuando o processo inflamatério (Sevastjanova et al, 1987; Vince et al,
1991; Cullen et al, 2002; Hart et al, 2002).

A porosidade, bem como o tamanho de poro pode variar dependendo do grau
de interligacdo entre as microfibrilas, tornando a malha de fibras mais densa. O
processo de secagem da celulose bacteriana também interfere na porosidade do
material, sendo que quando secas em estufa, a porosidade e o tamanho dos poros
das membranas diminuem consideravelmente (Messaddeq et al, 2004).

A falta de producdo de exsudato purulento também pode ser devida as
caracteristicas do curativo de celulose produzida pelo Acetobacter xylinum (Brown et
al, 1976; Benziman et al, 1980). Dentre estas, salientamos o fato de apresentar
poros pequenos o0 bastante para impedir a entrada de bactérias, mas grandes o
suficiente para que o tecido tenha uma adequada aeracéao (Mateos, 2004).

Um dos aspectos importantes de sua caracteristica para se evitar um
prolongamento do processo inflamatério é a capacidade do curativo em conter
exsudato em seu interior, formando um gel aderente que é efetivo para encapsular e
imobilizar populacbes bacterianas potencialmente patogénicas, que promoveriam
um processo infeccioso e consequente exacerbacao e prolongamento da inflamacéo
(Moseley et al, 2003).

A auséncia de reacdo granulomatosa demonstra uma resposta favoravel do
tecido hospedeiro ao implante do curativo, pois segundo a literatura a reacdo de
biocompatibilidade trata-se de uma resposta de reacdo de corpo estranho e de
reacao cicatricial, que pode progredir para uma resposta favoravel com a formagéo
de um fina capsula fibrosa envolvendo implante e/ou crescimento de tecido dentro

do biomaterial, ou evoluir para uma reacdo continua, inflamatéria cronica,
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caracterizada por formacéo de cpsula fibrosa espessa, granulagdo e rompimento
do tecido com subsequente formagdo de abscesso ou fistula, culminando com
extrusdo do enxerto e alteracdes neoplasicas (Dormer et al, 1995).

Um dos aspectos fundamentais da engenharia de tecidos envolve a criagédo
de um andaime, a matriz tridimensional que permite que as células se transformem
em um tecido totalmente funcional (Aguirre et al, 2010; Rezwan et al.2006;
Yarlagadda et al 2005). Alguns cientistas propuseram que o0 material de suporte
deve ser biodegradavel de modo que, as células semeadas proliferem e secretem
suas proprias moléculas extracelulares,substituindo assim o material implantado
(Kakisis et al 2005). No entanto, esta exigéncia é problematica devido ao fato de que
0 temporario suporte muitas vezes pode degradar mais rapido do que as células
podem substitui-lo (Rezwan et al, 2006; Sokolnicki et al, 2006). Portanto, a solucao
para este problema pode acarretar a necessidade de um material de suporte
permanente, que seja biocompativel, poroso e que contenha as propriedades
mecanicas necessarias para a funcao do tecido normal.

Nossa linha de pesquisa e outros estudos preliminares indicam que a celulose
bacteriana poderia realmente funcionar como este material ideal para engenharia de
tecidos e orgaos (Watanabe et al, 1993; Svensson et al 2005; Helenius et al, 2006).

Muitos estudos ja demonstraram que membrana de celulose pode acelerar o
processo de cura da infec¢cdo aguda e crbnica de feridas cutaneas. No entanto,
estas membranas também podem ser utilizadas com compostos que sdo conhecidos
por promover a cura. Assim, celulose bacteriana, quando utilizada como curativo ou
como um arcabouco para engenharia de tecidos pode ser incrementada com
substancias, a fim de acelerar ainda mais a processo de cicatrizacdo. A membrana

de celulose pode ser inpregnada com compostos terapéuticos, quer durante a sua
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sintese ou depois que foi criada sem causar nenhuma alteracdo em suas
propriedades. Por exemplo, Legeza et al (2004) criou um curativo de celulose
bacteriana para o tratamento queimaduras de terceiro grau, que foi impregnado com
superéxido dismutase (antioxidante) ou Poviargol® (um antibi6tico), a fim de
aumentar sua propriedade terapéutica. Um estudo de Ciechanska (2004)
demonstrou que um material de celulose pode ser criado durante a sintese da
membrana de celulose pela adicéo de quitosana. Em outras palavras, a glucosamina
e unidades de N-acetilglicosamina foram incorporadas durante a sintese das cadeias
de celulose, o que foi demonstrado também em outro estudo por Shirai et al (1997).
Ciechanska (2004) afirma que esse novo material melhorou as propriedades
biologicas e fisicas da celulose. A quitosana adicionada a membrana de celulose
bacteriana é capaz de reter umidade superior a uma membrana pura de celulose.
Isso pode ser benéfico porque uma cicatrizacdo deve ser mantida umida por tanto
tempo quanto possivel. Além disso, a quitosana, quando degradada por enzimas
enddgenas, promove o processo de cura estimulando a angiogénese.

Uma vez que alguns tecidos requerem matrizes extracelulares fortes, os
suportes de biomateriais, para fins de engenharia de tecidos devem ser criados com
um nivel de resisténcia mecéanica elevado. Mesmo que a celulose bacteriana ja seja
bastante forte, ela pode ser aumentada com varios compostos, a fim de torna-la
ainda mais resistente.

Em um estudo realizado por Yasuda et al (2005) acelulose bacteriana foi
imersa em dois tipos de solucdes de polimeros (2-acrilamido-2-metil-propano
sulfénico e gelatina), a fim de criar um hidrogel reforcado. O resultado foi que o
material formado por estes diferentes polimeros, pode suportar altas forcas de atrito,

mostrando que eles sdo resistentes ao desgaste. Assim, estes compoésitos de
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celulose bacteriana poderiam funcionar como substitutos de cartilagem nas
articulacdes danificadas. Da mesma forma, em outro estudo realizado por Wan et al
(2006), um material composto de celulose bacteriana poderia funcionar como um
suporte para a regeneracdo do tecido 0sseo. Neste estudo, os autores foram
capazes de criar uma membrana de celulose bacteriana que foi revestida com
hidroxiapatita, um composto que € importante para a formacdo 6ssea. O material
resultante mantém a resisténcia mecénica e as propriedades fisicas da celulose
bacteriana embora seja infundida com cristais de hidroxiapatita.

Com isto, prosseguiremos a nossa linha de pesquisa visando o
desenvolvimento de novos suportes, para a reconstrucdo de o6rgaos e tecidos,
estudando a interacdo das células tronco com a celulose bacteriana e também
utilizando a membrana associada a medicamentos, como um sistema de distribuicao

de drogas.
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Com os achados de nossos estudos podemos considerar que a celulose é util
nos procedimentos de deslocamento medial das pregas vocais, uma vez que
apresenta pouca capacidade de elicitar resposta inflamatéria no hospedeiro e nao
extrue. Além disso, apesar de haver uma perda inicial da integridade do material
implantado, o mesmo permanece no local apds quatro meses sem maiores
modificacdes, sugerindo que seja material estavel no longo prazo.

A celulose bacteriana produzida por Acetobacter xylinum por ndo provocar
reacdo de corpo estranho maior que a agua destilada quando colocada no espaco
paralaringeo de coelhos, pode ser utilizada como substancia de aumento de volume
em pregas vocais.

A celulose pode ser usada como uma substancia de protecdo em areas
cruentas. O comportamento biotecidual comprovado nestes estudos é importante,
pois pode evitar complicacbes sequelares estenosantes, sendo ideal no uso de
préteses.

Sera interessante observar seu comportamento em estudos de duracdo mais
longa, pois se confirmada estabilidade do implante, € um elemento importante na
engenharia de tecidos, que envolve dispositivos capazes de interacdes especificas
com os tecidos biolégicos que devem servir como suporte e arquitetura para o
crescimento de células.

Dentre todas as possibilidades descritas, uma que nos tem interessado € o uso da
celulose com a incorporacéo de células tronco. Temos novos estudos em andamento que
irdo determinar a melhor espécie, o meio de cultura mais adequado e os locais mais
apropriados para coleta de células tronco adiposas. Em seguida incorporaremos a

celulose bacteriana com estas células para a implantag&o no organismo.
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Anexo 1

‘ CAO

INSTITUTO DE CIENCIAS AVANGADAS EM Protocolo 06/07
OTORRINOLARINGOLOGIA

Sao Paulo, 27 de junho de 2007.

limo.Sra.Dra. Flavia Coelho de Souza

O Comité de Etica em experimentacdo animal (CEEA) do Instituto
de Ciéncias Avancadas em Otorrinolaringologia (ICAO) em reunido
ordinaria em 27/06/2007 e no cumprimento de suas atribuicdes,
apos avaliacdo do seu projeto de pesquisa: ""Estudo controlado e
randomizado em coelhos da capacidade de medializacdo e da
resposta cicatricial do aumento de volume de prega vocal com

celulose bacteriana."; Aprovado

7

Prof. Dr. Leonardo da Silva
Presidente do CEEA do ICAO
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‘ CAO

INSTITUTO DE CIENCIAS AVANGADAS EM
OTORRINOLARINGOLOGIA

Protocolo 3/05

Sao Paulo, 02 de marco de 2005.

lImo.Sr.Prof.Dr. Henrigue Olival Costa

O Comité de Etica em experimentacdo animal (CEEA) do Instituto
de Ciéncias Avancadas em Otorrinolaringologia (ICAO) em reunido
ordinaria em 02/03/05 e no cumprimento de suas atribui¢cdes, apos
avaliacdo do seu projeto de pesquisa: ""Avaliacdo da resposta
inflamatodria traqueal ao curativo de celulose bacteriana apés

escarificagao cirargica em coelhos.”™: Aprovado

o

Prof. Dr. Leonardo da Silva
Presidente do CEEA do ICAO
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CAO

INSTITUTO DE CIENCIAS AVANGADAS EM
OTORRINOLARINGOLOGIA

S&o Paulo, 13 de junho de 2006.

lImo.Prof. Dr. Henrique Olival Costa

O Comité de Etica em experimentacdo animal (CEEA) do Instituto
de Ciéncias Avancadas em Otorrinolaringologia (ICAO) em reunido
ordinaria em 13/06/2006 e no cumprimento de suas atribuicdes,
apés avaliagdo do seu projeto de pesquisa "ESTUDO
EXPERIMENTAL DA RESPOSTA TECIDUAL A PRESENCA DE
CELULOSE PRODUZIDA POR ACETOBACTER XYLINUN NO
DORSO NASAL EM COELHOS ", emitiu parecer considerando-o:

Aprovado

Prof. Dr. Leonardo da Silva

Presidente do CEEA do ICAO
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