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RESUMO

DORNELLAS, Wesley Santos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de
2023. Colageno de peixe na regeneracao de feridas cutaneas. Orientadora:
Andréa Pacheco Batista Borges.

A reparacao de feridas cutaneas, principalmente aquelas com significativas perdas
teciduais, ainda € um desafio na medicina. Assim, objetivou-se com este projeto testar
e avaliar um biomaterial formulado com colageno obtido de peixe, buscando a
comprovagéo da eficacia desse produto no processo de regeneracao de feridas de
forma eficaz e mais rapida, utilizando o coelho (Oryctolagus cuniculus) como modelo
experimental. Foi utilizado biomaterial preparado com colageno de pirarucu, fabricado
na JHS Laboratério Quimico, sob a forma de malha porosa com 2 cm x 2cm x 0,5 cm
de dimensao. Para tal, foi conduzido um ensaio clinico com utilizagdo de 60 coelhos
da raca Nova Zelandia, com idade entre 6 e 7 meses, aleatoriamente distribuidos em
dois grupos (controle e tratado) com 30 individuos cada. Foi induzida uma leséo
cutanea de aproximadamente 2 cm x 2 cm, na regido do dorso dos animais. Nos
animais pertencentes ao grupo tratado foram implantadas 2 malhas do biomaterial
cobrindo toda a area lesionada. Enquanto o grupo controle ndo recebeu nenhum tipo
de tratamento. Foram realizadas analises clinicas de todos os animais nos 7 primeiros
dias pos cirurgia. No sétimo dia foi realizado eutanasia de 10 animais do grupo tratado
e 10 do controle, para coleta de material e realizagdo do estudo histopatoldgico e
histomorfométrico. O mesmo fato se repetiu aos 30 e 60 dias. Foi utilizado o Statistical
Analysis System para analise estatistica, com nivel de significancia adotado de a =
0,05. Os resultados histolégicos revelaram auséncia de regeneracéo da ferida aos 7
dias de tratamento; 65% de regeneragao aos 30 dias e 100% de regeneracéo aos 60
dias. Ja o estudo morfométrico revelou uma maior espessura da epiderme e da
queratina do grupo tratado em relagdo ao controle e a pele sadia. Conclui-se que o
biomaterial ndo acelerou o processo de reparacio tecidual, ndo causou infecgcao e

nao sofreu rejeicéo.

Palavras-chave: Medicina regenerativa. Biomaterial. Compadsito. Cicatrizagéo.



ABSTRACT

DORNELLAS, Wesley Santos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, October, 2023.
Fish collagen in skin wound regeneration. Adviser: Andrea Pacheco Batista
Borges.

The wound repair still a challenge in medicine, especially when those have a significant
tissue loss. So, the objective of this project was testing a biomaterial made with fish
collagen, to prove the effectiveness of the product in the wound healing in an efficient
and faster way, using the rabbit (Oryctolagus cuniculus) as an experimental model.
The biomaterial was prepared with pirarucu collagen, manufactured by JHS Chemical
Laboratory, as a porous mesh with 2 cm x 2cm x 0,5 cm of dimensions. So, a clinical
trial was conducted using 60 New Zealand rabbits, aged between 6 and 7 months,
randomly distributed into two groups (control and treated) with 30 individuals each. A
skin wound with approximately 2 cm x 2 cm was induced in dorsal region of the
animals. In the treated group was implanted 2 biomaterials mesh covering the entire
lesion. In the control group have not received any treatment. The clinical analyses
happened in all animals at the first 7 days after the surgery. On the seventh day 10
animals from control group and 10 from tread group have been euthanized, to collect
material and realize the histopathological and histomorphological study. The Statistical
Analysis System was used for statistical analysis, with the adopted significance level
being a = 0.05. Histological results revealed no wound regeneration after 7 days of
treatment, 65% regeneration after 30 days and 100% regeneration after 60 days. The
morphometric study revealed a greater thickness of the epidermis and keratin in the
treated group compared to the control and healthy skin. It is concluded that the
biomaterial was not able to accelerate the process of wound repair, did not produce
infection and was not rejected.

Keywords: Regenerative medicine. Biomaterial. Composite. Healing.
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1. INTRODUGAO

Frequentemente os animais s&o vitimas de diversos tipos e origens de lesdes
teciduais, tais como acidentes por queimaduras, atropelamentos e brigas, colocando
a medicina veterinaria como alvo de estudos voltados para a cicatrizagao e tratamento
de feridas cutaneas (TILLMAN et al., 2015; COSTA et al., 2020). Sendo que o reparo
tecidual para essas lesdes ira depender do tamanho da injuria, bem como a resposta
adequada do organismo para recupera-la. Quando os limites bioldgicos de reparagéo
sdo ultrapassados, alguns recursos podem ser utilizados para uma melhor
recuperacéo, incluindo neste caso os biomateriais (SILVA et al., 2021).

Um ferimento € definido como sendo a interrupgédo da integridade anatémica,
fisiologica e funcional dos tecidos do corpo (LEAL et al., 2018), podendo ser produzido,
por fatores extrinsecos, como lesdes acidentais e ferimentos cirurgicos ou por fatores
intrinsecos, que inclui ulceras crénicas, neoplasias, lesdes por alteragdes vasculares,
infecgdes e defeitos metabdlicos (WENDT et al., 2005).

A partir do momento em que a ferida € instalada o organismo tende a promover
um processo de cicatrizagdo, visando reconstituir o tecido lesado. Todavia, esse
processo pode ser influenciado por diversos fatores, incluindo fatores locais e
sistémicos. Logo uma avaliagao global do paciente e ndo apenas da ferida, torna-se
fundamental para a determinagdo do método de tratamento adequado (BUSANELLO
et al., 2018).

O manejo de feridas € um campo que sofre modificagbes a todo momento
dentro da Medicina Veterinaria, principalmente com o advento de novas terapias
celulares e desenvolvimento de novos curativos topicos ocorrendo a todo instante.
Com isso o que é utilizado hoje provavelmente se tornara obsoleto e menos eficaz do
que a tecnologias que virdo na sequéncia, fazendo necessario a constante atualizagéo
do profissional a fim de verificar e analisar o beneficio para o cliente, com a utilizagao
dessas novas tecnologias (VICENTE et al., 2019).

Atualmente o objetivo de inumeras pesquisas desenvolvidas na area € a

possibilidade de orientar o processo de cicatrizacdo e o fechamento das lesdes
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cutaneas, utilizando para isso recursos quimico-medicamentosos ou fisicos
(BEHEREGARAY et al., 2009).

Define-se biomaterial como sendo um composto oriundo da natureza ou
sinteticamente produzido, que pode ser aplicado na biomedicina de forma a interagir
com sistemas biolégicos, aumentando ou substituindo tecidos, 6rgéos ou restaurando
fungdes comprometidas por processos degenerativos ou traumaticos (GUTIERRES et
at., 2005; ONG et al., 2014). Mediante essa aplicabilidade dos biomateriais, faz com
0 que os conhecimentos da ciéncia dos materiais, quimica, biologia, engenharia e
medicina sejam cada vez mais aplicados para o desenvolvimento de novos produtos
a fim de restaurar, manter ou melhorar a fungao dos tecidos vivos, alavancando ainda
mais os estudos relacionados com a bioengenharia ou engenharia tecidual (DERKUS
et al., 2015).

Dentre as diversas opgdes disponiveis atualmente, o colageno de peixe ganha
seu valor, visto que estudos tém demonstrado sua baixa imunogenicidade, baixa
capacidade de causar doencas, quando utilizado em seres humanos se comparado
ao colageno oriundo de mamiferos (JIN et al., 2019).

Nesse contexto, propbés-se com o presente trabalho testar biomaterial
formulado com colageno derivado de peixe no processo de reparacéo de feridas em
coelhos, com o objetivo de buscar uma alternativa eficaz para o tratamento de feridas,
a fim de levar @ uma regeneracao do tecido lesionado de forma eficiente e orientada,

e reduzir assim, o tempo necessario para o restabelecimento do paciente.
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2. OBJETIVO GERAL

Este estudo teve como objetivo geral avaliar a influéncia do biomaterial de
colageno derivado da pele de peixe, em feridas de pele de coelho criadas

experimentalmente.

2.1 Objetivos especificos

Comparar o processo de reparagdo de feridas cutaneas entre o grupo
experimental e o grupo controle, em 3 intervalos de tempo, bem como avaliar as
diferengas observadas entre os tempos dentro de um mesmo grupo.

Avaliar se a utilizagdo do biomaterial na forma de malha é um método eficaz e
aplicavel a medicina veterinaria.

Avaliar de forma macroscoépica, histoldgica e histomorfométrica o processo de

reparagao tecidual em ambos os grupos, nos trés diferentes intervalos de tempo.
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3. HIPOTESE

A hipétese é que a utilizagdo do biomaterial derivado do colageno de peixe,
tendo coelhos como modelo experimental, ira permitir uma regeneragao da ferida em
menor tempo em comparagao ao grupo controle e, sem a ocorréncia de infecgdes ou

reacao de rejeicdo ao implante testado.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Inflamacédo, desbridamento, proliferacdo e remodelagdo, compdem as
principais fases do processo de reparagao de feridas (GOSAIN; DIPIETRO, 2004,
GUO; DIPIETRO, 2010). Uma vez estabelecido um dano tecidual, inicia-se um
processo de inflamagéo aguda induzida pela propria leséo, seguido de uma fase de
regeneracao das células parenquimatosas, migracgao, proliferagado e remodelagédo do
tecido conjuntivo, seguido de sintese proteica, formagao de colageno, até por fim a
aquisicao de forga ténsil (BOLGIANI et al., 2013). Entretanto, diversos fatores podem
afetar cada uma dessas fases e desencadear reparacdes inadequadas, como um mal
fluxo sanguineo e infecgdes, causando um atraso na regeneragao tecidual (LIMA et
al., 2019).

Na medicina veterinaria a reparacao de feridas extensas ainda € um desafio,
principalmente aquelas que iniciam com processo de reparagao inadequada. Exemplo
disso sdo as feridas traumaticas com grandes perdas teciduais ou com
comprometimento sistémico em pacientes de pequeno porte (FERREIRA et al., 2006).

Entende-se por cicatrizagdo como um processo dindmico e regulado por
mecanismos humorais, celulares e moleculares, restaurando as estruturas originais,
porém com deposigao de colageno e formag&do de uma cicatriz ao final do processo.
Ja a regeneracéo € caracterizada pela restituicdo dos componentes idénticos aqueles
removidos, em tecidos que ainda possuem células com capacidade de proliferacdo ou
que tenham ainda células tronco (BUSANELLO et al., 2014)

Para se escolher a melhor forma de tratamento para uma determinada ferida
faz-se necessario conhecer e entender detalhadamente as etapas do processo de
cicatrizacdo, bem como cada etapa pode ser beneficiada por um determinado
tratamento (BUOTE, 2022).

4.1 Cicatrizagao

4.1.1 Fase inflamatéria
Essa fase inicia-se imediatamente apds a ocorréncia do ferimento e continua

até a fase de desbridamento, que ocorre em média entre 6 e 12 horas apos o inicio
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da injuria. Caracteriza-se pela presenca de calor, eritema, edema e dor (TELLER et
al., 2009).

Como primeira etapa esta a vasoconstricdo local visando reduzir a perda
sanguinea na ferida e € imediatamente substituida por um estado de vasodilatagao.
A medida que ocorre a vasodilatacdo substancias vasoativas, proteinas adesivas,
enzimas e fatores de crescimento extravasam por meio das vénulas, funcionando
como uma chave para os eventos inflamatérios subsequentes. Ao mesmo tempo a via
extrinseca da cascata de coagulagao e agregacao plaquetaria é iniciada, mediante a
liberagdo de tromboplastina e levam a formag&o do coagulo no leito da ferida (KANJI
et al., 2017).

4.1.2 Fase de desbridamento

Tal fase € marcada pela presenca de um exsudato séptico ou asséptico. Nessa
etapa o leito da ferida recebe a migracdo de mondcitos e neutréfilos, gragas ao
aumento da permeabilidade vascular, permitindo a ocorréncia de fagocitose de
bactérias e demais organismos que contaminam a ferida. Macréfagos transformados
a partir de mondcitos, sdo considerados as células mais importantes dessa fase, pois
além de estimular a angiogénese e produgdo da matriz da ferida, sintetizam e
secretam fatores de crescimento necessarios para o desenvolvimento do tecido de
granulacao (SNYDER et al., 2017).

4.1.3 Fase de proliferacdo ou reparagdo

Essa etapa é responsavel pelo encontro das bordas da lesdo e pode ser
dividida em trés subfases: fibroplasia, angiogénese e epitelizagdo. Na subfase
fibroblastica, fibroblastos oriundos da borda da ferida iniciam sua migragao para o
coagulo de fibrina e sado extremamente importantes para formacédo do tecido de
granulagao, além de produzirem colageno, fibronectina, dentre outros componentes.
Tal processo normalmente se inicia por volta do quinto dia pods injuria, quando a tens&o
que atua sobre a ferida comecgara a reorientar os fibroblastos, os novos vasos

sanguineos e a matriz celular.
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Em conjunto com a formagdo do tecido de granulagdo a subfase de
angiogénese é a mais importante para suprir a demanda de oxigénio e metabdlitos
para a lesdo. Nessa etapa, novos capilares sdo formados na area lesada, a partir de
capilares preexistentes em areas nao danificadas (CHITTURI et al., 2015).

E por fim, a subfase de epitelizacdo € mais evidente quando queratinocitos
migram sobre o tecido de granulacdo, perdurando até que comece a existir o contato
direto entre as células epiteliais (inibicdo por contato). Tal subfase tem como fungéo
restabelecer a integridade da derme e epiderme, caracterizando-se pela granulagéo e
epitelizagdo do tecido lesado. O novo tecido epitelial formado é desprovido de
foliculos piloso ou glandulas e normalmente é mais fino e fragil (CHITTURI et al.,
2015).

4.1.4 Fase de maturagdo ou remodelagéo

Essa é considerada a ultima fase, tendo inicio aproximadamente 1 semana
apds a ocorréncia da lesdo e pode perdurar por meses ou anos. Essa etapa é
responsavel por diminuir o tamanho da cicatriz e do eritema, além de permitir que a
nova pele formada aumente sua forga de tensdo. Isso gragas a reformulagdo das
fibras de colageno que se tornam mais grossas e mais intimamente ligadas entre si.
A neovascularizagdo da cicatriz diminui até um momento em que se torna avascular,
chegando a atingir cerca de 80% da forga de tensdo da pele normal (CHITTURI et al.,
2015).

4.2 Consideragoes sobre dificuldade na cicatrizacao da ferida

Muitos fatores podem interferir no processo de cicatrizacdo tecidual, dessa
forma identificar ndo s6 a causa da injuria, mas também a cronicidade, a localizagéo
anatdbmica e comorbidades associadas, tornam-se cruciais na determinacdo do
prognostico para o paciente (DISSEMOND et al., 2020).

A idade avangada muitas vezes vem associada a uma série de alteragbes
metabadlicas, nutricionais, imunologicas, dentre outros fatores, tornando o paciente

mais susceptivel a ocorréncia de traumas e infecgdes. Sem contar a existéncia da
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reducdo da microcirculacdo e espessura dérmica a medida que a idade avanca
(STANLEY, et al. 2018).

Dentre as principais afecgdes observadas nos animais inclui doengas renais e
hepaticas, neoplasias, hiperadrenocorticismo e diabetes mellitus, que por
mecanismos diretos ou indiretos, podem influenciar negativamente o processo de
reparacao dos tecidos e predispor maiores riscos de desenvolvimento de lesdes.
Entretanto, a causa ainda ndao € muito bem esclarecida, visto que a cicatrizagao de
feridas € multifatorial, devendo levar em consideragao nao s¢ fatores locais, mas
também fatores sistémicos (WINKLER et al., 2012).

O medicamento mais comum capaz de retardar a cicatrizagao das feridas € o
esteroide, gragcas a sua capacidade de provocar atrofia da derme e do tecido de
granulagao, impedir a atividade macrofagica e proliferagdo fibroblastica, além de
prejudicar a sintese de colageno. Mecanismos semelhantes ocorrem com os

quimioterapicos e terapias radioativas (AMSELLEM, 2011).

4.3 Biomaterial

Biomaterial € definido como qualquer substancia de ocorréncia natural ou
sintetizada, que possa ter aplicagdes biomédicas e interagdo com sistemas biologicos,
de forma a tratar, modificar ou substituir tecidos, 6rgdos ou restaurar fungdes
comprometidas por traumatismos ou processos degenerativos, além de possuir
caracteristicas que o permita ser utilizado de forma permanente ou transitéria
(GUTIERRES et al., 2005).

A depender da resposta produzida no organismo, o biomaterial pode ser
classificado como bionerte, biotoleravel ou bioativo, sendo esta ultima caracteristica,
a mais desejavel, por possibilitar a interagdo direta entre o implante e o tecido
(GUASTALDI; APARECIDA, 2010; MONDAL et al., 2016), além de ser classificado
como degradavel e/ou absorvivel, de modo que favorega o crescimento do tecido onde
€ implantado. Tais caracteristicas vao depender tanto das propriedades quimicas,
quanto fisicas do material, devendo ser compativeis com a fisiologia do tecido ou
orgao em que serao aplicados (HEIMANN, 2013; KOKUBO; KIM; KAWASHITA, 2003).

A escolha de um biomaterial também requer a verificagdo de algumas

caracteristicas importantes para alcancar a cura da ferida, de forma mais rapida e
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eficiente. A escolha desse material deve incluir a capacidade de a) produzir um
ambiente adequado b) melhorar a migragao epidérmica c) promover a angiogénese e
sintese do tecido conjuntivo d) fornecer protecédo contra infecgéo e) deve ser estéril,
nao toxico e nao carcinogénico f) deve fornecer agcao de desbridamento para permitir
melhor migragdo de leucécitos e favorecer acumulo de enzimas g) permitir trocas
gasosas entre o tecido e a ferida h) manter a temperatura adequada do tecido para
melhorar o fluxo sanguineo até a ferida e a migragdo epidérmica (DHIVYA et al.,
2015).

Dentre as propriedades dos biomateriais que se buscavam inicialmente no
processo de cicatrizagao de feridas, estava a biocompatibilidade, podendo substituir
um tecido danificado e promover um suporte mecanico, com minima resposta
bioldgica do paciente (ONG et al, 2014). Posteriormente, focou-se no desenvolvimento
de materiais biodegradaveis, tendo entdo a capacidade de serem absorvidos ou
incorporados pelo hospedeiro. E por fim, atualmente tem-se trabalhado com o
conceito de biomimeética, buscando materiais que possam atuar de forma mais ativa e
especifica no processo de recuperacio tecidual, como a estimulagao a nivel celular
(PIRES et al., 2015).

Segundo Faleiros-Santos (2019) uma série de caracteristicas devem ser
levadas em consideragao para elaboracdo de um biomaterial, incluindo propriedades
mecanicas como flexibilidade, alongamento e tensdo de ruptura; propriedades
quimicas, como resisténcia a esterilizagao, densidade e forma de degradagcédo quando
em contato com o organismo; propriedades fisicas, como permeabilidade, morfologia
da superficie e porosidade; além de biocompatibilidade, de forma que o sistema
imunologico reconhega o biomaterial como parte integrante do meio fisiologico.

A sintese de biomateriais para aplicacbes biomédicas tem despertado a
atencdo nos ultimos anos, especialmente em funcdo das propriedades fisicas e
quimicas significativas que estes materiais demonstram, além da facilidade de
obtengao, custo e facilidade de manuseio. Esses avangos no desenvolvimento de
diversos tipos de biomateriais, representam um significativo crescimento no campo da

medicina regenerativa (PIRES et al., 2015).
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4.3.1 Colageno de peixe

Além de ser considerado um produto de alto valor comercial, o colageno é
definido como sendo um polimero natural muito utilizado na obten¢ao de biomateriais,
dado suas caracteristicas de biocompatibilidade e biodegradabilidade. Material este,
encontrado no tecido conjuntivo de animais, sobretudo na pele, ossos, cartilagem,
tenddes e ligamentos, bem como na matriz extracelular de diversos animais, incluindo
suinos, bovinos, ovinos, peixes, anfibios, dentre outros (GONCALVES et al. 2015).
Entretanto, em consequéncia da possibilidade de transmissao de patégenos e a alta
imunogenicidade, podendo desencadear reacdes de rejeigao, a extragdo do colageno
de tecido de mamiferos, vem perdendo lugar para a extragdo oriunda de peixes e
frutos do mar (JIN et al., 2019; KUMAR et al. 2014; WANG et al., 2017).

O colageno constitui-se como um dos principais componentes dos biomateriais
utilizados como curativos biolégicos de feridas, em consequéncia de sua importante
caracteristica de orientar e de definir a maioria dos tecidos (CEN et al., 2008). Dentre
as caracteristicas vantajosas, oriundas do colageno derivado de peixes, pode-se
destacar a biocompatibilidade, alta afinidade celular, biodegradabilidade e baixa
imunogenicidade, tornando-o adequado para a uso em implantes teciduais (JIN et al.,
2019). Isso faz com que a extrag&o do colageno a partir da pele de pirarucu (Arapaima
gigas), seja considerada uma area promissora para utilizagdo na medicina.

Dentre outras aplicabilidades do colageno de peixe destaca-se também a
elaboragao de biopolimeros na producédo de filmes e embalagens biodegradaveis,
além de material para capsulas e emulsificantes, por apresentar excelente
biocompatibilidade e biodegradabilidade (HUANG et al., 2017; ZHANG et al., 2020).

Atualmente a literatura reporta a existéncia de pelo menos 19 tipos de
colageno, sendo o colageno tipo | o mais abundante, constituindo cerca de 80% do
colageno do organismo. Sendo entdo o mais desejado pelas industrias, gragas a suas
propriedades fisico-quimicas e mecanicas (OLIVEIRA et al., 2017).

A literatura relata diversos tipos de extragao do colageno, entretanto, o método
mais comum utiliza solugdes acidas-alcalinas e hidrolise enzimatica. Devendo estar
atento que caso a hidrélise ou a extragdo for muito vigorosa, o produto ao final do
processo pode apresentar uma proteina degradada, se aproximando mais de uma
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gelatina do que apresentando as verdadeiras caracteristicas do colageno (HUANG et
al., 2016).

O colageno tipo | presente na pele de peixe, estimula fatores de crescimento e
fibroblastos, os quais expressam e liberam Fator de Crescimento de Queratindcitos.
Tais processos sdo imprescindiveis para o fechamento de feridas (TANG et al., 2015).

Diversos tecidos biologicos de origem animal, como pele de porco, pele de r3,
pericardio bovino e submucosa de intestino de porco sao utilizados como curativos
oclusivos biolégicos no tratamento de lesdes cutdneas, como nos casos de
queimadura em humano (KUA et al., 2012). Entretanto, alguns fatores como elevado
custo de importacédo, possibilidade de transmissao de doengas animais e falta de
estudos, sdo fatores limitantes para utilizacdo desses produtos. Nesse contexto, a
pele de peixe surge como um possivel subproduto com aplicabilidade clinica de um
novo biomaterial, trazendo consigo algumas caracteristicas vantajosas, incluindo
elevada resisténcia a tragao e caracteristicas microscopicas semelhantes a estrutura
morfologica da pele humana (FRANCO, et al. 2013).
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5. MATERIAL E METODOS

Para realizacdo dessa dissertacao foi conduzido um ensaio clinico utilizando
coelhos (Oryctolagus cuniculus) como modelo experimental, seguindo as diretrizes
propostas em 2020, para utilizagdo de animais em pesquisas (PERCIE DU SERT et
al., 2020).

Esse estudo foi desenvolvido no Departamento de Veterinaria (DVT) da
Universidade Federal de Vigosa (UFV), localizado no municipio de Vigosa — MG.

5.1. Aspectos éticos

Todos os procedimentos adotados neste trabalho estdo de acordo com o
Cédigo de Etica Profissional do Médico Veterinario, com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagcdo Animal
(COBEA) e com a legislagéo vigente, e foram avaliados pela Comisséo de Etica para
o Uso de Animais da Universidade Federal de Vigosa para deliberacdo. O trabalho foi
aprovado por essa Comissdo, sob o numero de processo 32/2021 e de
responsabilidade da professora médica veterinaria Andréa Pacheco Batista Borges
(CRMV-MG 2772-7), sendo conduzido pelo meédico veterinario Wesley Santos
Dornellas.

5.2 Delineamento experimental

5.2.1 Biomaterial

Foi utilizado biomaterial preparado com colageno derivado da pele de peixe de
Arapaima gigas, fabricado pela JHS Laboratorio Quimico Ltda (Figura 1). Para
fabricagdo desse produto foi realizada extragdo do colageno, seguida de um processo
de liofilizacdo, com elaboracdo de uma malha porosa com dimensdes de 2 cm x 2 cm
e aproximadamente 3-5 mm de espessura. Tal malha foi mantida em envelopes
individuais de papel grau cirurgico esterilizados por éxido de etileno e conservado em
temperatura ambiente, desde o seu recebimento até o inicio do experimento. Os

protocolos detalhados para extragao do colageno n&o foram fornecidos pela empresa.
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5.2.2 Animais

Foram utilizados 60 coelhos da raga Nova Zelandia, com peso médio de 3,5 Kg
e idade entre 6 e 7 meses, provenientes da Coelheira Experimental do Departamento
de Zootecnia da UFV (DZO — UFV). Os animais foram acondicionados na Coelheira
Experimental do DVT da UFV, durante um més para aclimatacéo e adaptagcao ao novo
ambiente e foram alojados em gaiolas individuais com 60 cm de comprimento, 48 cm
de largura e 35 cm de altura. Foram alimentados com mix de racao e feno fornecido
uma vez ao dia e agua ad libitum.

Dentre os 60 animais, houve perda de um, pertencente ao grupo de tratamento
de 7 dias, em consequéncia de parada cardiorrespiratéria apos realizacdo da
medicagao pré-anestésica, ndo passando, portanto, por cirurgia para indu¢ao da lesado
cuténea.

Os animais foram manejados diariamente e monitorados desde a sua aquisigao
até o procedimento de eutanasia, ao final do experimento. Essa espécie € considerada
padrao para estudo in vivo de biocompatibilidade.

Os animais ndo foram submetidos a um jejum hidrico e alimentar antes da

realizagdo do procedimento cirurgico.
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Figura 1 - Biomaterial de colageno de peixe

Legenda: Compésito preparado com colageno de peixe. A. Material estéril em embalagens individuais e pronto
para aplicagdo na ferida. B. Material ap6s contato com fluidos corporais e antes de ser fixado a ferida. Centro
cirdrgico experimental DVT - UFV.

5.2.3 Grupos experimentais

Foram utilizados 59 coelhos, organizados aleatoriamente em dois grupos,
controle (sem adi¢ao do biomaterial) e tratado (com adi¢gao do biomaterial), sendo 30
pertencente ao grupo controle e 29 ao tratado. Os animais foram avaliados
comparando-se os dois grupos, quanto ao processo de reparagao da ferida em trés

diferentes momentos (7, 30 e 60 dias apos a realizagao do procedimento cirargico).
5.2.4 Protocolo anestésico

Utilizou-se como método pré-anestésico a aplicagao por via intramuscular da
associagao de cetamina (15 mg/kg), midazolam (1 mg/kg) e cloridrato de tramadol (4
mg/kg). Em seguida os animais foram transportados para o bloco cirurgico, onde foi
realizada a preparacéo de toda regido do dorso e pinas com tricotomia ampla.

Realizou-se acesso venoso com cateterizagdo da veia marginal da orelha com
um cateter 24G associado a um adaptador PRN.

Visando a analgesia transoperatdria foi realizado bloqueio loco regional em L,

por via subcutanea, na regido interescapular, com o uso de lidocaina com
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vasoconstritor (5 mg/kg). Os animais foram pré-oxigenados por cerca de trés minutos,
seguido da inducdo anestésica com utilizagcdo do propofol (2 mg/kg), por via
intravenosa. A manutengdo em mascara com isofluorano diluido em oxigénio a 100%,

segundo os protocolos recomendados para a espécie, por meio de um circuito Baraka.

5.2.5 Intervencgéo cirdrgica

Para realizagdo do procedimento cirurgico os animais, foram posicionados em
decubito esternal, com os membros estendidos e a antissepsia foi realizada com
clorexidina degermante 2% e clorexidina alcoolica. Todos os procedimentos cirurgicos
foram sempre realizados pelo mesmo médico veterinario.

O campo operatorio foi preparado com realizagado da antissepsia, colocacéo do
pano de campo e delimitagao a area de incisdo. Foi criado um defeito quadrangular (2
cm x 2 cm) na pele do dorso do animal com bisturi de 8 mm de comprimento,
imediatamente caudal as escapulas, até exposigcdo da musculatura (Figura 2A),
seguido de descarte do fragmento de pele removido. Os animais do grupo tratado
receberam o biomaterial que foi colocada sobre o local da lesdo criada. A malha foi
fixada ao defeito cutédneo criado por meio de sutura em padrao simples interrompido
utilizando-se fio ndo absorvivel de nailon 3-0 junto das bordas da malha (Figura 2B).

Para melhor recobrimento do defeito criado, dada sua ampliacdo apds remogao
do fragmento, foram fixadas 2 malhas, em cada les&o. Os animais pertencentes ao
grupo controle, passaram pelo mesmo procedimento cirurgico, entretanto, sem a
colocagao da malha. Todas as feridas foram mantidas sem curativo e sem aplicagao

de antisséptico.
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Figura 2 - Campo cirurgico dos grupos controle e tratado

Legenda: Realizagdo do procedimento cirdrgico em ambos os grupos. A. Grupo controle: Incisdo quadrangular
sem colocagédo das malhas. B. Grupo tratado: Incisdo quadrangular com fixagdo das malhas. Centro cirirgico
experimental. DVT - UFV.

5.2.6 Periodo pds-operatorio

A analgesia pés-operatodria foi realizada com cloridrato de tramadol (3 mg/kg)
pela via subcutanea, a cada 12 horas, durante os 2 primeiros dias apds o

procedimento cirurgico.

5.3 Avaliagao clinica e macroscépica das feridas

Os animais foram submetidos a exame clinico diariamente nos sete primeiros
dias de pds-operatério e na sequéncia, semanalmente até término do experimento,
quando foram avaliados: (1) presenga ou ndo do material no grupo tratado; (2) reagao
inflamatodria exsudativa da ferida cirurgica, presente ou ausente; (3) sensibilidade
dolorosa, avaliada pela reagdo do animal ao toque da ferida cirurgica, atribuindo os
escores 0 para auséncia de qualquer manifestacdo do animal ao estimulo, 1 para

manifestagéo de desconforto ao toque e 2 para vocalizagao ou tentativa de fuga.
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5.4 Avaliagao histopatolégica e histomorfométrica

5.4.1 Eutanasia

Para a coleta das amostras os animais sofreram eutanasia, realizada nos dia
7, 30 e 60 apos a cirurgia, de acordo com o grupo experimental. Para realizagdo do
procedimento os animais foram submetidos a anestesia dissociativa por via
intramuscular com cetamina na dose de 10 mg/kg, metadona na dose de 1 mg/kg e
midazolan na dose de 1 mg/kg. Passados 15 minutos da aplicagdo, foi realizada
cateterizagdo da veia marginal da orelha externa direita e administrado propofol na
sobredose de 50 mg/kg por via intravenosa. Apos atingido o plano anestésico
profundo (estagio IV) foi administrado cloreto de potassio, levando a parada
cardiorrespiratoria dos animais.

Ap0s a eutanasia, o dorso dos coelhos contendo a regido previamente operada,
foi novamente tricotomizado e preparado para a coleta das amostras. Tais amostras
apresentavam dimensdes de 4 cm x 4 cm, contendo toda area da ferida e tecidos
adjacentes. As amostras foram removidas conforme realizado previamente com
remocao do tecido de pele e tecido subcutaneo até exposicdo da musculatura. Para
os grupos de 30 e 60 dias o biomaterial que se encontrava ressecado sobre essa
regido, preso apenas pela sutura, foi descartado juntamente com os fios de sutura,
antes da coleta do material. Os materiais coletados foram fixados em solugcdo de
formol 10%.

5.4.2 Analise histopatoldgica

As amostras de cada momento e de cada grupo, apds fixadas, foram
processadas segundo técnicas histologicas de rotina, desidratadas em solugdes
crescentes de alcool, diafinizadas em xilol e incluidas em parafina. Cortes de 5 ym de
espessura foram obtidos em microtomo de rotacdo e corados em hematoxilina e
eosina (HE). Tais amostras foram avaliadas em microscopia de rotina com
microscopio oOptico Olympus BX53, utilizando como parédmetros a presenga de
leucdcitos, hemacias, fibroblastos e regeneragao ou ulceragédo.Todas as lesdes foram

avaliadas em todos os periodos seguindo os mesmos critérios.
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5.4.3 Analise histomorfométrica

Foram realizadas fotomicrografias dos cortes histolégicos em HE com a cdmera
Leica MC170 HD (Leica Microsystems AG, Industry Divison — Suiga) e o programa de
captura de imagens LAS (Versédo 4.12.0, Leica Microsystems — Sui¢a) conectado a
um microscoépio de luz Leica DM1000.

Para realizar a analise morfométrica foram identificadas as laminas com
completa reepeitlizacdo da area lesada, e determinadas as espessuras das camadas
da epiderme e queratina. O mesmo procedimento se aplicou para as areas que nao
sofreram lesdo, para determinacdo da espessura média da camada de queratina e
epiderme de areas sadias.

Uma vez determinada a area a ser avaliada em cada |amina foi realizado
fotomicrografia de 1 campo histolégico em aumento de 10x para determinagdo das
medidas. Com o software ImageJ, desenvolvido pelo Institute Of Health (Maryland,

EUA), disponivel gratuitamente online (https://imagej.nih.gov/jj), foram realizadas 5

medi¢cdes da espessura da camada de epiderme e 5 da camada de queratina, em
cada campo. Essa técnica foi aplicada para determinagcdo da espessura meédia da
camada de queratina e epiderme de uma area sadia, ou seja, que ndo sofreu uma
lesdo prévia e compara-las com as areas que sofreram lesdo, de ambos os grupos.
Os dados obtidos foram exportados e salvos em planilha eletrénica (Excel
2013) para organizagdo e analise estatistica. A captura das imagens e analise

morfométrica foram realizadas por um unico avaliador.

5.4.4 Analise dos dados

Para analise dos dados clinicos e macroscépicos da ferida, foi utilizado o
Statistical Analysis System (SAS OnDemand). As frequéncias foram arranjadas em
tabelas de contingéncia e avaliadas pelo teste exato de Fisher quando tabelas 2 x 2,
e pelo teste de Freeman-Halton quando tabelas | x ¢ (Freq Procedure). O nivel de
significancia adotado foi a = 0,05.

Ja para analise dos dados histomorfométricos, utilizando do mesmo sistema as
variaveis quantitativas foram submetidas aos testes de Shapiro-Wilk e de Bartlett para
avaliacdo da normalidade dos erros e da homogeneidade de variancias,
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respectivamente. Os dados de epiderme foram submetidos a transformacéao
logaritmica (y” = log(y))- Os dados foram, entdo, submetidos a analise de variancia
(GLM Procedure) de acordo com o modelo:

Yijk =+ Ti + Dj + (TD);; + eyji
Em que: Y
dia; (TD);;- interacao; e eijy» rro aleatoério.

resposta observada; y, constante; T;, efeito do tratamento; D;» efeito do

As médias (Ismeans) foram comparadas pelo teste de Tukey.

Os dados de frequéncias foram arranjados em tabelas de contingéncia e
avaliados pelo teste exato de Fisher quando tabelas 2 x 2, e pelo teste de Freeman-
Halton quando tabelas | x ¢ (Freq Procedure). O nivel de significAncia adotado foi a =
0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 Analise clinica e macroscépica da ferida

Durante todo o periodo de avaliagdo pods-operatéria nenhum dos animais
apresentou manifestacao de desconforto ao toque da ferida cirdrgica e também nao
foram observados a presenca de tecido necrético ou fluido indicando infecgdo das
mesmas.

A sutura foi suficiente para manter a malha no local da ferida, mas nao evitou
a ruptura dela. Tal fato ocorreu possivelmente em decorréncia da baixa forca de
tensdo do biomaterial e sua alta capacidade de absorcdo de fluidos corporeos,
visualizada macroscopicamente. Tais caracteristicas levaram a ruptura da malha no
ponto de fixagdo com a pele (Figura 3A). Tal problema se agravou com a
movimentagdo do coelho, visto que a movimentagcdo promovia um estiramento do
biomaterial, e uma vez ndo apresentando resisténcia para tal, levava a sua ruptura.

Houve situacbes em que a malha ndo manteve contato direto com a ferida
durante todo o periodo de cicatrizacdo. Dessa forma, passados 30 ou 60 dias de
tratamento, o material permaneceu ressecado sobre a area de lesdo ja recuperada,
mantido fixado somente pelo fio de sutura (Figura 3B), ndo sendo possivel mensurar
o quanto foi absorvido.

Figura 3 - Biomaterial implantado
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Legenda: Avaliagédo das caracteristicas macroscépicas das feridas no grupo tratado nos dias 0 e 60. A. Evidéncia
de ruptura da malha (seta preta) no transoperatério em consequéncia da absorgéo dos fluidos presentes na ferida
cirurgica, pela propria malha. B. Evidéncia da permanéncia da malha ja ressecada (circulo) aos 60 dias, mesmo

apos cicatrizagao da ferida.

Para avaliar a eficiéncia da malha no processo de reparagao da ferida, o grupo
controle e o grupo tratado foram comparados, conforme a figura 4. No dia 7 observou-
se uma crosta enegrecida em ambos os grupos, porém com auséncia de sinais de
edema ou inflamagao ao redor da lesdo. No dia 30 observou-se uma significativa
contragao da ferida com uma boa recuperagao ao redor da lesdao para ambos os
grupos. Nesse periodo, 3 animais pertencentes ao grupo controle e 4 do grupo tratado
apresentaram completa recuperagao da lesdo macroscopicamente. Ja no dia 60,
100% dos animais de ambos os grupos apresentaram completa recuperagao da ferida

pela avaliacdo macroscopica.

Figura 4 - Evolugéo da leséo

E s

CONTROLE

DIA O DIA7 DIA 30 DIA 60

TRATAMENTO

DIAO DIA7 DIA 30 DIA 60

Legenda: Avaliagédo das caracteristicas macroscoépicas das feridas no grupo controle e no grupo tratado nos dias
0, 7, 30 e 60. A. Ferida apds incisdo de pele e subcutaneo realizado no dorso do coelho no grupo controle. B.
Presencga de formacgéo crostosa no local da incisdo. C. Retragdo da ferida. D. Delimitagdo da area cicatricial. E.
Incisdo de pele e subcutaneo com fixagdo do biomaterial na regido do dorso no grupo tratado. F. Presenga de
formacgao crostosa. G. Presenga de retragéo da ferida cutanea. H. Delimitagédo da area cicatricial. Centro cirdrgico
experimental. DVT - UFV.
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6.2 Analise histopatolégica

Para avaliar a qualidade do tecido reparado as amostras obtidas e coradas em
hematoxilina e eosina foram avaliadas nos dias 7, 30 e 60. Como apresentado na
figura 5, no dia 7 em ambos os grupos se observou predominio de material necroético
ou serocelular, consistido por células inflamatérias e fibrina, com auséncia de
organizacéo tecidual, camada de queratina ou sinais de regeneracgéao epitelial. Todos
0s animais pertencentes a esse “time point” apresentaram ulceragao tecidual, ou seja,
uma area de descontinuidade da epiderme.

Na analise referente ao dia 30, 13 (7 do grupo tratado e 6 do controle) dos 20
animais, equivalente a 65%, apresentaram uma plena recuperacdo da ferida,
evidenciada pela auséncia de descontinuidade da epiderme. Enquanto nos demais
animais foi observado areas de ulceragcdo, porém ja apresentando uma certa
organizacéo tecidual, com predominio de tecido cicatricial e células inflamatorias.

No que diz respeito ao dia 60, 100% dos animais de ambos 0s grupos
apresentaram completa recuperacéao epitelial. Foi observado presenca de fibroplasia,
areas de neovascularizagdo, com tecido conjuntivo frouxo e infiltrado inflamatorio
mononuclear. Porém com auséncia de foliculo piloso na area recuperada.

Em nenhum dos trés momentos de avaliacdo ndo foram observados nenhum

sinal sugestivo de rejeigdo ou persisténcia do biomaterial testado.
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Figura 5 - Observagdes microscépicas para ambos os grupos nos trés momentos (7,
30 e 60 dias).

DIA7 DIA 30 _ DIA 60

CONTROLE

TRATADO

Legenda: Cortes histolégico de fragmento de pele e subcutaneo. Presenca de células inflamatérias e material
serocelular (seta branca). Epiderme (seta preta). Queratina (seta vermeha). H/E 100x. Fonte: Arquivo institucional,
2023.

6.3 Analise histomorfométrica

Nas analises histomorfométricas realizadas a partir das laminas histolégicas,
nao houve observagdes registradas de Epiderme e de Queratina no D7 para nenhum
dos grupos.

Os valores de Epiderme e Queratina de acordo com os tratamentos, nos dias
30 e 60, estdo apresentados na Tabela 1. Lé-se “Normais” como sendo areas sadias,
ou seja, que nao sofreram leséo prévia.

Em ambos os dias de avaliagao (30 e 60), os valores de Epiderme foram mais
elevados no grupo R/TR (Regenerado/Tratado), seguido do grupo R/CT

(Regenerado/Controle), ambos com valores mais altos que os grupos normais (p <



35

0,05). Ja os valores de Queratina foram mais elevados no grupo R/TR em relagdo aos

grupos normais em ambos os dias de avaliacéo (p < 0,05), mas n&o houve diferenca

(p > 0,05) entre o grupo R/CT e os grupos normais.

Considerando os dias de avaliagao, os valores de Epiderme foram mais baixos

no dia 60 em relag&o ao dia 30 (p < 0,05) nos grupos regenerados, e nao diferiram (p

> 0,05) nos grupos normais. Para os valores de Queratina, ndo houve diferenga entre

os dias em nenhum dos grupos (p > 0,05).

Tabela 1. Valores da espessura (um) de Epiderme e Queratina nos defeitos e no tecido

integro, nos grupos Controle e Tratado, nos dias 30 e 60 (média £ erro-padrao).

Dia

R/ICT

Epiderme (um)

R/TR

N/CT N/TR

Dia 30
Dia 60

55,66 + 6,00 °*
40,76 + 5,598

118,00 + 21,292
64,19 + 5,498

24,03 + 2,024 25,75 + 2,45
22,50 + 1,63 25,81+ 1,90
Média geral: 24,47 + 0,98

Dia 30
Dia 60

R/ICT
43,16 + 7,602
42,58 + 6,56 2"

Queratina (um)

R/TR
62,33 + 5,27
63,22 + 6,64 %

N/CT N/TR
26,81 + 2,43 29,33 +1,85"
26,59 + 2,67 32,81 £ 4,15

Média geral: 29,10 £+ 1,61

Legenda: R/CT, tecido regenerado/controle; R/TR, tecido regenerado/grupo tratado; N/CT, tecido normal/controle;

N/TR, tecido normal/grupo tratado. Letras minusculas na linha (entre tratamentos dentro do dia) e maidsculas na

coluna (entre dias dentro do tratamento) indicam diferenga pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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7. DISCUSSAO

O tratamento de feridas cutédneas ainda € um desafio tanto na medicina
veterinaria quanto na medicina humana e causa grande impacto na qualidade de vida
dos seres humanos e animais domésticos (VICENTE et al., 2019). Esse fato justifica
as pesquisas de novas formas de tratamento, que permitam uma recuperagao precoce
do paciente, trazendo menor impacto financeiro e retorno em menor tempo para as
atividades cotidianas.

Cicatrizagao de ferida € definido como um dos mais complexos processos
bioldgicos, sendo composto basicamente pelas suas 4 principais etapas: inflamacao,
desbridamento, proliferacéo e maturacdo. Um desses mecanismos ¢é a reepitelizagao,
que é principalmente dependente da proliferacdo e migragdo de queratindcitos,
também conhecido como hiperqueratose. Da mesma forma a proliferagdo pode
garantir que mais células vao para o local da ferida e ocorra a reparagéo (PAZYAR,
et al. 2018). No presente estudo tal fato foi comprovado inicialmente pelo aumento da
espessura da camada de epiderme, para ambos os grupos aos 30 dias, seguido de
uma reducao dessa espessura aos 60 dias. E com relagdo a camada de queratina o
processo de hiperqueratose ocorreu e se manteve para ambos 0s grupos e periodos,
nao diferindo do tecido normal. Entretanto, apesar da diferencga estatistica do tratado
em relagdo ao controle e ao tecido normal, ambos os grupos apresentaram um
processo de organizagéao tecidual.

Segundo Genovese (2012), os queratindcitos e outras células estromais sao
importantes fontes de fatores angiogénicos durante a cicatrizagao de feridas além da
formacgao das cicatrizes, justificando o aumento da camada de queratina durante o
processo de reparagao tecidual, conforme observado nesse presente trabalho.

Segundo Gamba e seus colaboradores (2016) a pele cicatrizada ganha
resisténcia e a cicatriz diminui a espessura, bem como o tamanho até voltar ao
aspecto inicial da lesdo, concordando com os resultados observados no presente
estudo, no qual ocorre diminuicdo da camada epidermal com o passar dos dias.

Um dos principais desfechos observados nessa pesquisa foi a
biocompatibilidade apresentada pelo compdsito derivado do colageno de peixe, que
segundo Carvalho (2004) é entendida como capacidade que o material tem de cumprir
sua fungédo sem provocar efeitos toxicos ou injurias ao local empregado. Corroborando

as informacgdes defendidas por Dhivya (2015) na escolha do compdésito, acredita-se



37

que esse material permitiu a migragdo epidérmica na area lesada, promovendo
angiogénese e sintese de tecido conjuntivo, exerceu prote¢cao contra infeccdo de
forma indireta, ndo apresentou caracteristicas toxicas, o que reforca suas
caracteristicas biocompativeis, como observadas também por Huang (2017) e Zhang
(2020).

N&o foi observado sinal de rejeicdo frente ao tratamento utilizado. Fato que
poderia ter ocorrido visto que o biomaterial trata-se de um material xenogénico, ou
seja, material de origem bioldgica obtido a partir de animais de espécies diferentes,
tendo entdo a capacidade de induzir a rejeicdo e restringir a sua utilizagdo
(SCHORLEMMER et al., 1998). Faz-se necessario, portanto, estudos com avaliagbes
em um menor espacgo de tempo a fim de identificar o momento exato em que se inicia
0 processo de absorcdo do material testado. Em um estudo semelhante, com a
utilizacdo do colageno de peixe associado a extrato de plantas apresentou uma boa
atividade antibacteriana e biocompatibilidade (YUFEI, et al., 2020).

Até o presente momento ndo possuem relatos quantitativos sobre o tempo de
absorgao do colageno derivado do peixe envolvidas no processo de cicatrizagdo de
feridas. Sugerem, portanto, a realizagdo de pesquisas futuras visando avaliar
diferentes biomateriais derivados do colageno de peixe e inclusive compara-la com
outras espécies com relagado a absorc¢ao tecidual em diferentes padrdes de tempo.

Até o momento, foram localizadas na literatura poucas evidéncias a respeito do
uso do colageno de peixe de forma isolada, no processo de regeneracao de feridas,
ao qual o presente se propds a evidenciar as caracteristicas de sua utilizagdo. Nesse
contexto, grande parte dos estudos baseiam-se na utilizagdo da pele de peixe em si
como tratamento de lesbes cutdneas, principalmente em pacientes vitimas de
queimadura, aproveitando-se das caracteristicas positivas oferecidas pela pele.
Semelhante aos resultados obtidos por Lima (2019) e Hu (2017) com a utilizagao da
pele de tilapia, o colageno de peixe empregado no presente estudo permitiu a
reepitelizacao completa da ferida, sem ocorréncia de efeitos colaterais. De todo modo,
a comparagado dos resultados pode contribuir para a avaliagdo da regeneracéo
tecidual, visto que o colageno € um dos componentes presentes na pele de peixe e
ele por si so foi capaz de produzir resultados semelhantes aos obtidos com a pele.

Biomateriais que apresentam como base o colageno frequentemente

apresentam baixa forca de tensdo e estabilidade, ficando propensos a danos
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mecanicos. Tais caracteristicas ja foram observadas por Sun e seus colaboradores
em 2018 e corroboram as caracteristicas demonstradas pelo biomaterial derivado do
colageno de pele utilizado no presente estudo, no que diz respeito a suas falhas
mecanicas de ruptura demonstrada de imediato apds sua aplicagdo nas areas de
lesdo. Dessa forma, a incorporagado de componentes a matriz do colageno e utilizagao
de métodos fisicos e quimicos, sdo medidas que podem aumentar a rigidez e
estabilidade enzimatica do biomaterial (ZHANG et al., 2018). Faz-se necessarios,
portanto, novos estudos que possam incorporar tais caracteristicas ao biomaterial
testado, desde que nao comprometa sua propriedades fisico-quimicas e de
biocompatibilidade.

Quanto ao armazenamento do biomaterial ainda ndo existem relatos sobre a
sua ideal conservagao, visto que € um produto ainda em teste. Entretanto,
aproximadamente 30 dias apds o primeiro grupo passar pela cirurgia foi observado
que o biomaterial adquiriu discreta umidade, tornando-se mais dificil a sua remogao
da embalagem. Acredita-se que essa caracteristica possa ter influenciado na
qualidade do biomaterial e consequentemente tal embalagem nao foi adequada para
esse fim. Faz-se necessario, portanto, novos estudos pré-clinicos quanto a sua

conservacgao e tempo para utilizagdo uma vez determinada a sua validagao.
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8. CONCLUSAO

O biomaterial ndo acelerou o processo de reparacao tecidual, ndo causou

infeccédo e ndo sofreu rejeicao.
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