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EFEITOS HEMOSTATICO E ESTRUTURAL DA
ESPONJA DE CELULOSE LIOFILIZADA
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RESUMO - Os efeitos hemostaticos da celulose oxidada (Surgicel) sdo bem conhecidos. Baseados na similaridade
estrutural e em um possivel efeito hemostatico, estudamos a esponja de celulose liofilizada utilizando dois modelos
experimentaisFase |- Realizada em 12 cées, consistiu na provocacéo de lesdo cortical com sangramento,
introdugdo de fragmento de esponja de celulose liofilizada no interior da lesdo e medida do tempo necessario
para obter-se hemostasia. Os animais foram sacrificados em 7, 30 e 90 dias. A hemostasia foi obtida, em média,
apo6s 1 minuto e nenhum efeito colateral clinico foi detectado. A microscopia mostrou reagédo histiocitaria leve
aos 7 e 30 dias, com presenca de pequena quantidade de células gigantes tipo corpo estranho. A reagac
histioplasmocitaria regrediu e, aos 90 dias, a celulose estava circundada por pobre reacéo inflamatéria. A membrana
liofilizada revelou ter aspecto peculiar, representado por filamentos eosinofilicos, circundados por reagao
inflamatdria, que diminuiu com o tempo. Somente esparsos e irregulares filamenos eosinofilicos foram percebidos
aos 90 diagzase II- Foram introduzidos fragmentos de dimensdes conhecidas de esponja de celulose, no interior
do figado de 12 ratos, que foram sacrificados em 7, 30 e 90 dias. Na autopsia, a inspegdo a olho desarmado
constatou, aos 30 e 90 dias, a formag&o de bridas peritoneais na altura do implante. Em todos os animais, especialment
aos 7 dias, a microscopia revelou intensa reagéo histiolinfoplasmocitaria ao redor do implante. Em dois animais, aos
90 dias, detectaram-se granulos refringentes a luz polarizada, no interior de células gigantes, demonstrando fagocitose
ativa de celulose. Em concluséo, observou-se haver necessidade de modelo experimental comparativo para provar
a existéncia de propriedades hemostaticas na esponja. Conseguiu-se, no entanto, provar a existéncia de reabsorcé
da celulose em mamiferos através de fagocitose, fato este ainda nao relatado na literatura.
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Hemostatic and structural effects of lyophilized cellulose sponge

ABSTRACT - Hemostatic effects of oxidized cellulose (Surgicel) are well known. Based on a possible similar
effect of a sponge obtained after lyophilization of biosynthetic cellulose, two different experimental studies were
plannedPhase |- Pieces of cellulose sponge were inserted into small provoked cortical wounds of twelve dogs.
The time elapsed to obtain bloodstill after cortical damage and application of cellulose was observed in every
dog, searching to detect any possible hemostatic effect of the material. The animals were sacrificed after 7, 30
and 90 days. An average time of 1 minute was elapsed until bleeding control was achieved. No clinical adverse
effect was noticed. Microscopy showed histiocytic and mild foreign body reaction at 7 days, which diminished

at 30 days. Almost no reaction surrounded the implant at 90 days. Lyophilized cellulose has a peculiar eosinophilic
appearance, composed by thin irregular filaments which diminished their thickness with the time. At 90 days
only sparse irregular cellulose filaments could be detetexse |- Small equal sponge fragments were inserted

in the liver of twelve rats and observed 7, 30 and 90 days. At autopsy, small peritoneal adhesions were noticed at
30 and 90 days. Microscopy showed intense histioplasmocytic and foreign body reaction in all animals mainly at
7 days. In two animals, refringent intracellular cellulose particles were evident inside giant foreign body cells
after 90 days. This fact evidences that cellulose can be reabsorbed by phagocytic phenomena when implanted in
mammalians. A comparative group with other hemostatic material and the same method must be done to clarify
the issue of hemostatic effects of this membrane.
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Diversas substancias tém-se mostrado eficazes para a realizagdo de hemostasia em cortex
cerebral desde os primérdios da neurocirurgia. Em se tratando de um 6rgédo nobre como o cérebro, o
controle deve ser absoluto, e o neurocirurgido deve lancar mao de um hemostatico eficiente. Dentre
as principais caracteristicas de um hemostatico adequado podemos destacar sua capacidade de
aderéncia a lesdo com consequente formacgéo de tampao e coagulagdo instantanea. Por outro lado,
ndo deve formar aderéncias a estruturas adjacentes, como ossos e musculos, ndo prejudicando a
cicatrizacdo. Outra caracteristica a ser lembrada é a capacidade de provocar pouca reagéao tecidual,
diminuindo assim, os indices de complicacdes e de reagfes alérgicas. Um hemostéatico deve exercer
sua ac¢do mesmo quando utilizado em pequenas quantidades, tendo sua reabsor¢do completada em
poucas semanas

Para hemostasia em neurocirurgia sao correntemente empregados alguns produtos derivados
de celulose. O proposito desta pesquisa foi verificar a viabilidade da utilizac&o de celulose biossintética
liofilizada esponjosa como hemostético. Esta pelicula vem sendo utilizada em sua forma pura no
tratamento de queimados para substituicdo de dura-m&teA forma pura de celulose, apés
liofilizagao, é submetida a processo fisico obtendo-se a forma de esponja, com alto teor de reabsorgéo.
Correlacionou-se sua similaridade estrutural com a celulose o%idstibelecendo-se entdo a
hipétese de que poderia haver, no material esponjoso a pesquisar, a mesma propriedade hemostatica.

Os processos imunorreativos que desencadeiam as inflamacdes variam conforme a maior ou
menor presenca de elementos do sistema imunoldgico. O sistema nervoso central apresenta limitada
acao imunoldgica por ser relativamente pobre em elementos do sistema reticulo-e€néatelial
investigacao das propriedades hemostaticas da esponja de celulose, sdo expostas ao cérebro de cées,
fragmentos de celulose de dimenses desiguais, fornecendo inexata avaliacdo do grau de reabsor¢éo
do material. Frente a isso, nos propusemos também a analisar o comportamento estrutural e a
reabsor¢éo da celulose em figado de ratos, por ser este um 6rgéo de grande atividade imunolégica.

O estudo tem, portanto, dois objetivos: verificar a acdo hemostética e avaliar a reabsorcéo da
esponja de celulose liofilizada em cérebro e em figado de ratos.

MATERIAL E METODOS

Para cada uma das etapas foram utilizados materiais e métodos diversos, que seréo expostos
conforme cada fase do estudo.

Fase |

A esponja de celulose foi implantada no cortex cerebral de 12 cdes mesticos, previamente
vacinados, divididos em trés grupos. Cada grupo foi composto por 4 animais com autopsias previstas
para 7, 30 e 90 dias, respectivamente, a partir da data da cirurgia.

Os animais foram operados em ambiente cirargico, asséptico, por indugdo anestésica com
tionembutal, na dose de 25 mg/Kg e manutencéo por inalagdo de halotano, a 7 mL/hora. A técnica
cirdrgica constou de incisdo témporo-parietal direita em forma de ferradura, afastamento da
musculatura temporal, seguida de hemostasia e craniotomia. Abriu-se a dura-mater e provocou-se
leséo cortical com o aspirador, levando-se & produgéo de foco hemorragico. Neste local introduziram-
se fragmentos de esponja de celulose de dimensdes variadas. Os tempos necessarios para a hemostasia
foram entdo medidos e anotados. A seguir procedeu-se a sutura da dura-mater com Mononylon 8-0
e recolocagédo do fragmento 6sseo. Sutura do plano muscular e pele.

Os animais foram acompanhados no pés-operatério quanto aos aspectos da ferida, estado
clinico e neuroldgico. Apds os prazos estipulados, os animais foram sacrificados com tionembutal
sodico endovenoso. Injetou-se formol a 10% pelos forames Opticos e pela artéria carétida, apés o
clampeamento da artéria homdloga contralateral. O material permaneceu em solucéo de formol a
10%, sendo enviado posteriormente ao Laboratério de Patologia Animal - Panlab, em Curitiba, para
estudo histopatolégico. Utilizaram-se coloragbes de hematoxilina-eosina e tricromico de Mallory
para o estudo microscopico
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Fase Il

Nesta fase a esponja de celulose foi implantada no figado de 12 ratos Wistar, com dois meses
de idade, também divididos em trés grupos constituidos de 4 animais cada. As autopsias foram
realizadas, respectivamente, aos 7, 30 e 90 dias a partir da data da cirurgia.

A cirurgia foi realizada nas mesmas condicdes cirdrgicas da primeira fase e a anestesia realizada
mediante injecao intraperitoneal de tionembutal, na dose de 0,25 mg/Kg de peso. A técnica cirlrgica
empregada foi a mesma para as trés séries, a saber: incisdo abdominal mediana, interessando toda
os planos com visualizacéo do figado. Confeccionou-se bolsa no lobo esquerdo da capsula de Glisson,
com a utilizacao de fio Mononylon 8-0. Procedeu-se, a seguir, inciséo de aproximadamente 0,5 cm
no centro da bolsa e introdugdo de fragmento de 6 x 4 mm de esponja de celulose. Fechou-se, a
seguir, a bolsa, certificando-se que a celulose estava em seu interior.

Os animais foram acompanhados no pés-operatério e, no prazo estipulado, sacrificados pela
técnica de deslocamento cervical precedida por inducéo anestésica. O local da cicatriz cirargica foi
reaberto, retirando-se o lobo hepatico no qual foi introduzida a esponja de celulose. O material
permaneceu em solugdo de formol a 10%, sendo também encaminhado para estudo histopatolégico.

RESULTADOS

Durante o periodo pés-operatério de ambas as fases do estudo, os animais ndo apresentaran
sinais de infeccao, reag6es neurolégicas e/ou clinicas decorrentes do uso da esponja de celulose (Fic
1). Observou-se apenas um periodo de torpor, durante aproximadamente 48 horas, entre 0os cées
devido provavelmente a leséo cortical.

Na fase I, o fragmento de celulose aposto ao local de sangramento determinou hemostasia em
tempo médio de um minuto. Macroscopicamente ndo houve alterac@es significativas porém, havia
area de coloragéo escura que se aprofundava no cortex, correspondente a leséo efetuada e ao implan
do material. O estudo microscopico demonstrou delgada e irregular camada de dura-mater envolvida

Fig 1. Aspecto da celulose liofilizada livre, incluida diretamente na parafind #56embrana esta tumefacta,
dissociada em filamentos irregulares e delgados. Aumento 4x.
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Fig 2. Implante em cérebro de c&o. A - 7 dias: Focos
de hemorragia recente (seta estreita) proximo ao frag-
mento de celulose (seta longa) que se encontra cir-
cundado de abundante reagdo histioplasmocitaria.
(HE; 4x). B - 30 dias: Fragmento de celulose enrola-
do e dissociado (seta longa) envolvida por reagdo
histioplasmocitaria (seta larga); a dura-mater (seta
curta) ndo estd aderida ao complexo formado pela
membrana e a reacéo que a circunda. (HE; 4x). C - 90
dias: Acentuada reducao de reacéo histioplasmocitaria
(seta larga) que circunda a celulose (seta longa);
espessamento da dura-mater (seta curta). (HE; 4x).
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Fig 3. Implante em figado de rato. A - 7 dias: Mem-
brana de celulose dissociada em filamentos irregula-
res (seta longa) circundada por reagao histioplasmo-
citaria (seta larga) (Mallory; 4x). B - 30 dias: Fila-
mentos de celulose (seta longa) entremeados por rea-
¢ao histioplasmocitaria e fibroblastos (seta larga), com
numerosas células gigantes multinucleadas tipo cor-
po estranho (seta estreita) (HE; 10x). C - 90 dias:
Filamentos de celulose refringentes, submetidos a luz
polarizada (seta longa) entremeados por células gi-
gantes refringentes no citoplasma, correspondente a
particulas de celulose (seta curta). (HE; 10x com fil-
tro de luz polarizada).
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por hemorragia, com aderéncia cértico-meningea e reagao histiocitaria, mais intensa no grupo de 7
dias. No grupo de 30 dias ja ndo havia mais vestigios de hemorragia e os sinais de aderéncia eram
menores. Dentro do tecido cerebral havia filamentos eosinofilicos de celulose, de formato irregular,
refringentes a luz polarizada e algumas células multi-nucleadas do tipo corpo estranho. Ja no grupo
de 90 dias os filamentos de celulose se tornaram esparsos e raras células gigantes foram visualizadas
(Fig 2).

Na fase I, quando a esponja de celulose foi implantada em figado de ratos, o material provocou
a formacao de aderéncias ao periténio no local do implante, nos animais de 30 e 90 dias.
Microscopicamente observou-se espessamento da capsula de Glisson com areas de intensa reagao
histioplasmaocitaria e neutrofilica, no grupo de 7 dias. No grupo de 30 dias havia reagao inflamatdria
tipo corpo estranho com numerosas células gigantes multinucleadas, que diminuiram de intensidade
nos animais de 90 dias. Em dois animais de 90 dias, foram evidenciadas particulas refringentes de
celulose no citoplasma das células gigantes, aspectos estes ndo encontrados em nenhuma preparag¢ao
dos animais de 7 e 30 dias (Fig 3).

DISCUSSAQ

Celulose em cérebro

O primeiro relato do uso dmeluloseem tecido cerebral foi feito em 1943 p6r Putnam que
colocou celulose oxidada por diéxido de nitrogénio, mesclada a trombina, substituindo a dura mater.
Ocorreu absor¢éo completa da celulose em seis semanas, com minima redcédo giéato
patolégico da mesma experiéncia feito por Frantz, atribuiu-se a absorgéo da celulose parte a dissolucéo
pura nos alcalis organicos e parte a digestao por fagdcitos

Em estudo anterior, também experimental, implantamos celulose biossintética com a intencéo
de analisar seus efeitos ao permanecer em contato com dura-mater, vasos e cortex cerebral, integros
ou ndo. Nossos resultados mostraram que a membrana pode ser considerada um material adequado
para enxerto dural, devido principalmente a auséncia de aderéncia cortical tanto em coértex integro
como lesado.

Preparados microscépicos demonstraram altera¢des estruturais da celulose pelo tecido
conjuntivd. Durante a execugao préatica do estudo experimental citado, vislumbrou-se a possibilidade
deste material apresentar propriedades hemostaticas por ter, incidentalmente, acelerado a hemostasia
apos lesdo de seio venoso da dura-mater de um dos cées.

Os hemostaticos mais utilizados, hoje em dia, em neurocirurgia séo o Surgicel e o Oxicel. O
primeiro é obtido através da oxidacao da celulose, sendo que o Oxicel é a celulose oxidada regenerada.
A oxidagédo da celulose faz com que o produto tenha um pH baixo, agindo como &cido organico. A
principal diferenca entre eles é que o Surgicel, conforme pesquisas do laboratério, tem sua reabsor¢éo
em 1 a2 semanas e o Oxicel em 3 a 4. Quando expostos ao sangue, o0 material, que tem um pH de 3,5
a 4,5, se torna preto ou marrom escuro devido a formagao de hematina acida. A natureza &cida do
material provavelmente produz algum efeito hemostafideemostasia também depende, em parte,
da marcante afinidade do acido polianidroglicurénico pela hemoglobina e por outras proteinas do
sangue. Um grande agregado hidratado é formado, que controla o sangramento simplesmente agindo
como uma rolha na boca dos vasos e possibilitando a formagao de coagulos

Microscopicamente, pode-se dizer que a celulose oxidada produz discreta reacao tecidual,
minima reacdo glial e ndo produz aderéncia coértico-meningea. Nao provoca formagédo de
polimorfonucleares ou células gigantes multinucleadas, somente fagécitos, geralmente circundada
por depésitos de hemossidefinEm contato com a dura-mater, geralmente é encontrada reacéo
inflamatéria tipo corpo estranho. Pode-se constatar a capacidade bactericida da celulose oxidada
devido principalmente a sua reagdo em meio &cido
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Algumas caracteristicas da celulose oxidada sdo similares as da celulose liofilizada, tais como:
discreta reacéo tecidual, pouca aderéncia cértico-meningea e minima reagdo inflamatdria tipo corpo
estranho.

Analisando nosso estudo, observou-se que, pelo modelo experimental montado, ndo foi possivel
verificar alterag@es bioquimicas do produto implantado. Observou-se, no entanto, de forma empirica,
gue houve aceleragdo do tempo de hemostasia com a aplicacdo do produto.

A constatacdo mais consistente, evidenciada nas preparagfes microscépicas, foi que a forma
liofilizada da celulose teve estrutura e comportamento biol6gico diversos da celulose pura, investigada
anteriorment®®. No presente estudo os filamentos celulésicos mostraram-se irregulares, mais finos
e curtos, de disposicao esparsa. Aos sete dias cercaram-se de hemorragia e reacao linfomononucles
modesta. Aos trinta dias desapareceu a hemorragia, acentuaram-se as rea¢fes de corpo estranh
escasseando as fibras de celulose e surgindo areas eosinofilicas amorfas, ao lado ou substituindo a
fibras de celulose. O carater bioquimico destas areas ndo foi possivel determinar por métodos
histoldgicos, correspondendo, provavelmente, ao aspecto histolégico da forma liofilizada do material,
nunca anteriormente descrita.

A analise destas caracteristicas histolégicas leva a supor que a celulose sofre degradacao no
organismo animal, por processo bioquimico a esclarecer. Verificou-se que o material foi parcialmente
reabsorvido, faltando estimar o grau de absor¢do, bem como as possiveis alterages bioquimicas
ligadas a seu efeito hemostético, a serem determinadas em pesquisas futuras.

Celulose em tecido hepatico

A inflamacao constitui-se na principal reagcao do organismo vivo a presenga de corpo estranho.
Consiste estruturalmente em exsudacéo de liquidos e de proteinas plasméticas (edema) e migragac
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, de maior duragdo, com
presenca de linfcitos e macrofagos, com proliferagdo de vasos sanguineos e tecido éonjuntivo

Simdes e col. realizaram um estudo experimental em caes com o intuito de estudar a capacidade
de hemostasia e os aspectos morfologicos da reacao tecidual da pelicula de celulose, suturada en
hepatectomia parcial. Observaram imediatamente uma contencdo hemostatica adequada. Houve
formacdo de aderéncias abundantes, principalmente com o periténio. O estudo histopatolégico
demonstrou que a pelicula de celulose provocou inicialmente uma exuberante reagdo inflamatéria
aguda exsudativa. Mais tardiamente, houve diminuicdo da extensdo do processo inflamatério e
aparecimento de células gigantes tipo corpo estranho e reparacao fibréblastica

No ano anterior ao estudo de Simdes e col., Queiroz e col. observaram esta mesma reacao
inflamatdria com formagao de granuloma de corpo estranho da pelicula de celulose, porém ao nivel
do plano muscular da parede abdominal de ¥atos

No presente estudo, observou-se, nos grupos de 7 e 30 dias, intensa reacéo inflamatdria tipo
corpo estranho com presenca de numerosas células gigantes multinucleadas e outros itens que
caracterizam este tipo de reacgdo. Este efeito ndo foi observado no cérebro quando o material foi
exposto a tempos semelhantes. Ja aos 90 dias esta reacao inflamatdria deu lugar a intensa proliferacé
de fibroblastos e fibras colagenas com infiltrado histiolinfoplasmocitério.

Com o passar do tempo, aos 90 dias, observou-se a presenca de material refringente nas
células gigantes, sugerindo reabsorcéo por fagocitose, fato este ndo observado no estudo de Simde
e col. nem em outras fontes consultadas.

A justaposicéo dos resultados obtidos pela exposi¢do da esponja de celulose liofilizada a
areas sangrantes de cérebro e figado, demonstra uma possivel acdo hemostatica deste material, a s
melhor investigada. Fornece, porém, interessantes e originais dados histolgicos sobre a forma de
reacdo e absorcao da celulose liofilizada, nunca antes descrita na literatura.
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