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O REGISTRO DE IMPACTO

Pesquisas envolvendo reparacdo tecidual e materiais biocompativeis
apresentam relevancia, pois proporcionam implantes alternativos e mais acessiveis
financeiramente. O presente trabalho comprovou, por meio de analise
histopatolégica e imuno-histoquimica, que a reparacdo tecidual traqueal com
implante de copoliamida associado a elastdmero termoplastico pode ser considerado
biocompativel e pode ser utilizado na cirurgia de tecidos cartilaginosos como a
traqueia.

Researches involving technological components and biocompatible materials
are relevant for obtaining alternative and more financially accessible implants. This
study confirmed by histopathological analysis and immunohistochemistry that
tracheal tissue repair with copolyamide implant associated with thermoplastic
elastomer can be considered biocompatible and can be used in surgery of
cartilaginous tissues such as the trachea.
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COMPARACAO HISTOQUIMICA E IMUNOISTOQUIMICA DA RESPOSTA
INFLAMATORIA NO PROCESSO DE REPARACAO TRAQUEAL COM O USO DE
BIOPROTESES EM COELHOS

RESUMO — Na rotina da Medicina Veterinaria, o transplante traqueal é opc¢éo
terapéutica para casos de estenoses traqueais e colapso de traqueia grau IV, porém,
h& ainda grande taxa de insucesso por conta de necrose e tecido de granulagéo.
Diante do desafio de encontrar qual biomaterial € melhor para a implantacdo de
préteses traqueais, objetivou-se com esta pesquisa avaliar por meio de
imunoistoquimica amostras de implante de co-poliamida em anastomose traqueal de
coelho (Oryctolagus cuniculus), referentes aos tempos poés-operatérios de 7 dias
(Grupo A; n=5), 15 dias (Grupo B; n= 5) e 30 dias (Grupo C; n= 4). Apbs o
processamento para avaliacdo histolégica das amostras, laminas foram
confeccionadas para andlise imunoistoquimica para avaliar angiogénese, reparacao
tecidual e inflamacdo, por meio dos anticorpos Caveolina-1, Colageno tipo Il e
Colégeno tipo lll, macréfago HAM 56 e Interleucina |, e a avaliacdo destes indicadores
foi realizada pela contagem de células marcadas por meio de andlise semi-qualitativa.
Para a andlise estatistica foram utilizados o teste de Shapiro-Wilk, teste de Kruskal-
Wallis e Dunn, com nivel de significancia de p<0,05. Na comparacéao entre o presente
estudo e o estudo realizado por Yamashiro (2019), observou-se que as técnicas de
imunoistoquimica e histoquimica se completam para avaliar os implantes traqueais.
Quando comparado o processo inflamatério, as duas avaliacbes apresentaram
resultados semelhantes nos grupos A, B e C, sendo observado grau de inflamacgéo
acentuado no grupo A, e moderado no grupo B e discreto em C. Em relacdo a
avaliacdo angiogénica, a andlise imunoistoquimica ndo foi expressiva para essa
marcacao, apresentando um escore discreto para todos os grupos, diferentemente da
andlise histoguimica em que foi melhor detectada essa variavel. Quando analisados
os resultados obtidos em relacéo a reparacéo tecidual, a avaliacdo imunoistoquimica
foi mais precisa, apresentando marcacdo mais expressiva nos trés grupos de
colageno tipo Il e colageno tipo lll, quando comparado com o0s resultados
histoquimicos em que néao foi observada diferenca significativa de proliferacao tecidual
apos a implantacao traqueal. Diante destes resultados, pode-se concluir que ambas
as técnicas séo importantes e se completam no processo de averiguacao do grau de
angiogénese, reparacao tecidual e inflamacdo apds implantacdo de proteses
traqueais.

Palavras-chave: angiogénese, estudo comparativo, imunomarcacéo, inflamacéo,
histopatolégico, reparacgéo tecidual



HISTOCHEMICAL AND IMMUNOHISTOCHEMICAL COMPARISON OF THE
INFLAMMATORY RESPONSE IN THE TRACHEAL REPAIR PROCESS WITH THE
USE OF BIOPROSTHESES IN RABBITS

ABSTRACT - In Veterinary Medicine’s routine, tracheal transplantation is a therapeutic
option for cases of tracheal stenosis and grade IV tracheal collapse, for example,
however, there is still a high rate of failure due to necrosis and granulation tissue.
Faced with the challenge of finding which biomaterial is best for the implantation of
tracheal prostheses, the objective of this research was to evaluate, by means of
immunohistochemistry, samples of co-polyamide implantation in tracheal anastomosis
of a rabbit (Oryctolagus cuniculus), referring to the postoperative times of 7 days
(Group A; n=5), 15 days (Group B; n=5) and 30 days (Group C; n=4). After
processing for histological evaluation of the samples, slides were prepared for
immunohistochemical analysis to evaluate angiogenesis, tissue repair and
inflammation, using antibodies Caveolin-1, Collagen type Il and Collagen type IlI,
macrophage HAM 56 and Interleukin I, and the evaluation of these indicators was
carried out by counting the marked cells through semi-qualitative analysis. For
statistical analysis, the Shapiro-Wilk test, Kruskal-Wallis and Dunn test were used, with
a significance level of p<0.05. In the comparison between the present study and the
study carried out by Yamashiro (2019), it was observed that the immunohistochemistry
and histochemistry techniques complement each other to evaluate tracheal implants.
When comparing the inflammatory process, the two evaluations showed similar results
in groups A, B and C, with a marked degree of inflammation being observed in group
A, and moderate in group B and mild in C. Regarding the angiogenic evaluation, the
immunohistochemical analysis did not was significant for this marking, presenting a
discrete score for all groups, unlike the histochemical analysis in which this variable
was better detected. When analyzing the results obtained in relation to tissue repair,
the immunohistochemical evaluation was more accurate, showing more expressive
marking in the three groups of collagen type Il and collagen type 1ll, when compared
with the histochemical results in which no significant difference in tissue proliferation
was observed. after tracheal implantation. Given these results, it can be concluded that
both techniques are important and complement each other in the process of
investigating the degree of angiogenesis, tissue repair and inflammation after
implantation of tracheal prostheses.

Keywords: angiogenesis, comparative study, immunostaining, inflammation,
histopathological, tissue repair
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CAPITULO 1. Consideracdes Gerais

1. INTRODUCAO

Segundo Grenzel (2019), um dos avancos tecnolégicos mais impressionantes
das ultimas décadas é a impressédo tridimensional (3D). A impressdo 3D produz
objetos por meio do processo de adicdo de camada sobre camada de materiais, que
se baseia em modelo virtual, gerado por computador a partir de dados segmentados
de secdes transversais bidimensionais, permitindo a producao precisa de modelos em
pouco tempo e com custos baixos (Kim et al., 2017).

Estudos que envolvem transplantes traqueais apresentam grande taxa de
insucesso, necrose e tecido de granulacdo (Grillo, 2002). Modelos sintéticos
desenvolvidos para reposicao da traqueia apresentam vantagens como adaptacéo a
forma, tamanho e caracteristicas biomecanicas previamente determinadas,
entretanto, geram falhas por ndo adquirirem estruturas macro e micro anatémicas do
orgao (Haykal et al., 2014). Dentre os biomateriais, 0s polimeros estdo dentre os mais
empregados no ambito médico, ondes suas principais caracteristicas sdo a
biodegradabilidade e a biocompatibilidade (Pires et al., 2017).

A quantificacdo do processo inflamatorio para determinar a resposta do
hospedeiro a bioprotese e sua durabilidade apds a implantacéo pode ser realizada por
métodos como histoquimica ou a imunoistoquimica. Coloracfes histoquimicas
consistem no conjunto de reacbes quimicas especificas das estruturas ou
substanciasendogenas do tecido. Ja a imunoistoquimica permite observar proteinas
presentes nos tecidos relacionadas com fatores determinantes do comportamento
biolégico e patolégico. A padronizagdo dos métodos que avaliam a angiogénese, o
grau de inflamagéo e de reparacao tecidual sdo importantes, a fim de facilitar a
execucdo das pesquisas, bem como para auxiliar na interpretacdo dos dados
(Pazzini et al, 2017).

Para a avaliacdo da resposta a substituicdo traqueal por implante impresso em
3D, no presente estudo, utilizaram-se os marcadores Interleucina |, Macr6fago HAM

56, Caveolina | e Colageno tipo Il e tipo Ill, marcadores estes especificos para as



diferentes fases que ocorrem apds o trauma inicial, sendo elas a fase de inflamacao,
a fase de angiogénese e a fase de reparacao tecidual, respectivamente.

Podemos dizer que a avaliacdo histoquimica por meio da coloracdo
Hematoxilina e Eosina é eficaz na avaliagdo da resposta inflamatéria em casos de
substituicdo tragueal com uso de implantes impressos em 3D? Buscou-se comparar
os achados por meio de reacdes histoquimicas e imunoistoquimicas com o uso de

marcadores especificos para reparacéo tecidual.



2.  REVISAO DE LITERATURA

Ha, no ambito da medicina, a necessidade do desenvolvimento de técnicas que
permitam a substituicdo, ou ao menos, a reconstrucao parcial de diversos 6rgaos,
entre eles a traqueia. O tratamento cirargico das afeccfes traqueais ainda é grande
desafio ao cirurgido, tendo em vista que, dentre varios tecidos e materiais sintéticos
avaliados, o material ideal para o substituto traqueal ainda n&do foi estabelecido
(Drachler et al., 2015).

Infeccbes, deiscéncias, estenoses e lesbes de estruturas adjacentes sdo
apenas algumas das complicagbes mais graves e frequentes em cirurgias
relacionadas a reconstrucao de defeitos na traqueia (ressecc¢éo de segmento traqueal
e anastomose término-terminal), seja para correcdo de estenoses ou resseccdo de
tumores (Miranda, 2009). Os varios métodos e técnicas utilizando, por exemplo,
modelos sintéticos para substituicdo da traqueia, tém apresentado varias
complicacBes que, para serem minimizadas, faz-se necesséria a consideragédo da
anatomia, desenvolvimento biolégico e enfermidades de cada paciente, o que
estimula pesquisas para métodos alternativos no manejo dos defeitos traqueais
(Haykal et al., 2014; Kim et al., 2017).

Dentre tais métodos, o uso de biomateriais se mostra promissor no meio
académico, principalmente na area da saude. Dentre eles, podem ser citados como
exemplos os dispositivos biomédicos (como biossensores, tubos de circulagédo
sanguinea, sistemas de hemodialise), materiais implantaveis (como suturas, placas,
substitutos ésseos, tenddes, telas ou malhas, valvulas cardiacas, lentes, dentes),
dispositivos para a liberagdo de medicamentos (na forma de filmes, implantes
subdérmicos e particulas), 6rgaos artificiais (como coracédo, rim, figado, pancreas,
pulmdes, pele) e curativos, dentre muitos outros (Pires et al., 2017).

N&o ha consenso na literatura sobre a definicdo do termo biomaterial. Nesta
pesquisa, sera adotada a definicdo defendida por Willians (2009), em que o autor a
toma como qualquer substancia, excluindo farmacos, desenvolvida independente ou
como parte de um sistema complexo, e que podem ser utilizados como parte de um
tratamento ou procedimentos diagnosticos, aumentando ou substituindo algum
tecido, orgao ou funcéo do corpo independentemente do periodo de tempo que seja

utilizado por meio de interacfes em pacientes humanos e veterinarios.
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Desta forma, ao se considerar o uso de biomateriais num organismo vivo, faz-

se necessaria discussao relacionada ainda a dois fatores: a biocompatibilidade e a
biofuncionalidade. A biocompatibilidade pode ser entendida como a compatibilidade
do material com tecidos ou 0Orgdos vivos, uma vez que ndo exista toxicidade,
nocividade nem induza rejeicdo imunoldgica, ja a biofuncionalidade esta relacionada
a capacidade do biomaterial, sendo biocompativel, de desempenhar a funcao
pretendida do organismo (Geetha et al.,, 2008). Assim, a associagdo entre
biocompatibilidade e biofuncionalidade expressam a capacidade do biomaterial de
desenvolver adequadamente a funcdo desejada com aceitacdo pelo organismo,
considerando suas caracteristicas mecanicas, fisicas e quimicas (Almeida Filho,
2012).

Dentre os diversos materiais utilizados na producédo de biomateriais, Pires et
al., (2017) listam os metais, as ceramicas, 0s polimeros sintéticos ou naturais e 0s
compasitos, materiais que sao constituidos de mais de um tipo de material insollveis
entre si. Dentre estes, 0s polimeros possuem grande variedade e podem ser aplicados
em diversos campos, com a vantagem do baixo custo de producdo se comparados
aos demais (Silva e Silva, 2003), assim, 0os biomateriais poliméricos estdo dentre os
mais empregados no ambito médico.

Das ferramentas tecnolégicas com destaque nesta area, € possivel citar a
impresséo 3D, que permite a produgao de materiais com dimensdes milimetricamente
precisas e baseadas em dados especificos de cada paciente, possibilitando
procedimentos cada vez mais personalizados (Miranda, 2009).

Diversos materiais podem ser utilizados para a impressao de préteses em trés
dimensdes, dentre eles, a co-poliamida é sabidamente biocompativel, caracterizando-
se pela elasticidade devido a sua resisténcia mecanica, produzindo baixa reatividade

tecidual (Yamashiro, 2019). Apresenta propriedades atoxicas, minima reacdo
inflamatéria e pode ser empregada em quase todos os tipos de tecidos (Souza, 2001).

A ideia da associacdo da co-poliamida com o elastbmero termoplastico
(PCPTE) acarreta beneficios para o prototipo, visto que propdem alternativa de
material com menor capacidade de reacdo ao organismo frente a processos
inflamatorios, pois implantes de co-poliamida apresentam alta rigidez e resisténcia
mecéanica (Piatti e Rodrigues, 2005).

A integragéo biologica e resposta inflamatéria entre o implante manufaturado
implantado e o tecido hospedeiro adjacente € fundamental para promover reparacéo
tecidual. Essa avaliacdo pode ser feita por meio das analises histopatologicas, que

sdo as mais comuns (Yamashiro, 2019), e a imunoistoquimica, que surge como
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alternativa para determinar a expressao de biomarcadores especificos em diferentes

tipos de células e tecidos, por meio do principio antigeno-anticorpo (Miranda, 2009).

A avaliagdo histopatoldgica da biocompatibilidade dos enxertos revela nos
primeiros oito dias, edema ao redor do tecido e reacdo inflamatéria proximo do
implante. Ocorre maior concentracdo de células inflamatérias, em sua maioria
linfécitos e neutrofilos, 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. Alguns macréfagos podem estar presentes. Apds trés semanas ha
menor resposta inflamatoria e o inicio da resposta fibroblastica. Com 30 dias, quase
nao é perceptivel resposta inflamatéria e o tecido conjuntivo esta parcialmente
organizado (Bonzon et al., 1995).

Para a analise imunoistoquimica, faz-se uso de marcadores especificos que
sdo caracteristicos de eventos celulares particulares, tais como proliferacdo ou
apoptose (Pazzini et al., 2017). O objetivo da imunoistoquimica € reconhecer
antigenos para assim identificar e classificar células especificas dentro de uma
populacdo celular morfologicamente heterogénea. A visualizacdo do complexo
antigeno-anticorpo por meio do microscopio é possivel pela adicdo de um conjugado
ou de uma enzima ao anticorpo (Capelozzi, 2009).

Em relacdo as citocinas, sdo polipeptideos ou glicoproteinas intracelulares
hidrossolulveis, produzidas pelas células no local da leséo ou por células do sistema
imunoldgico por meio da ativacdo de proteinoquinases. Estas substancias se ligam a
receptores especificos ativando mensageiros intracelulares que regulam a transicéo
génica. Dessa forma, as citocinas influenciam a atividade, a diferenciacdo, a
proliferacdo e a sobrevida da célula imunolégica, assim como regulam a producao e
a atividade de outras citocinas, que podem aumentar ou atenuar a resposta
inflamatoria, sendo consideradas citocinas pré-inflamatérias ou anti-inflamatorias,
respectivamente, de acordo com o microambiente que estdo localizadas (Oliveira et
al., 2011).

Como néo é possivel classificar as citocinas quanto a célula de origem ou
guanto a funcdo biologica, elas foram agrupadas em Interleucinas (IL), sendo
numeradas sequencialmente de IL-I a IL-35. Dentre as consideradas pro-
inflamatorias, temos as IL-l, 2, 6, 7 e o FNT (Fator de Necrose Tumoral). As anti-
inflamatorias séo as IL-4, IL-10, IL-13 e FTCPB (Fator Transformador de Crescimento
B) (Oliveira et al., 2011).

Interleucinas sdo moléculas proteicas, que atuam na transmissao de sinais e

estimulos capazes de modular os mecanismos da inflamacé&o. A Interleucina | (IL-1) foi
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originalmente descrita como pirdgeno endégeno devido a capacidade de induzir febre

durante as infeccdes. A IL-1 é responsavel por uma parte significativa do efeito imuno-
estimulador em tecidos, tais como a pele e articulagdes, induzindo-os de forma
sistémica nas primeiras horas apos o trauma ou infeccéo, atuando principalmente na
proliferacdo e ativacao de linfocitos B, neutrofilos e histiocitos (Gonzaga et al., 2013).
A IL-I atua no mecanismo inflamatorio, estimulando a adeséo de leucdcitos nas células
endoteliais, aumentando a atividade de coagulacdo, estando diretamente ligada a
génese da Coagulacéo Intravascular Disseminada (CID) (Pires et al., 2017).

Macrofagos sédo leucécitos que fazem parte do sistema imune inato.
Originando-se de uma Uunica célula-tronco precursora pluripotente, diferenciam-se
emeritrécitos, plaguetas e demais células brancas presentes no sangue. Um dos tipos
decélulas que é formado por meio da maturacao e diferenciagdo da célula tronco no
sangue € 0 mondcito, que corresponde a 5 a 10% das células brancas circulantes,
permanecendo na corrente sanguinea por cerca de 24 horas, migrando apos, para
os tecidos. Ao migrarem para o0s tecidos, 0s mondcitos amadurecem e se
transformam em macrofagos, que passam a possuir formas especializadas e homes
distintos de acordo com o tecido onde se encontram, sendo chamadas de células da
micréglia nocérebro, células mesangliais nos rins, osteoclastos nos 0ssos, células de
Kupffer no figado e macréfagos alveolares no pulméo (Agero, 2003).

O HAM 56 (Human Alveolar Macrophage 56) é um marcador especifico de
macréfagos, um anticorpo monoclonal contra macréfagos alveolares humano, que foi

desenvolvido especificamente para placas ateroscleréticas (Brito, 2005).

A Caveolina - | (CAV - 1) é uma proteina que atua na regulacdo e
modulacdoda sinalizagao intracelular sendo o principal componente na formacao das
cavéolas, as quais sdo invaginacdbes da membrana lipidica citoplasmatica
responsaveis pela endocitose celular. Além disso, tem participacdo na progressao
tumoral, na transducdo de sinal, na regulacdo do transporte vesicular e na
homeostase do colesterol. A interacdo da CAV - | ocorre através do Caveolin
Scaffolding Domain (CSD), que é essencial para a ligacdo da proteina com outras
moléculas e pode inibiras proteinas associadas. Recentemente, tem sido mostrado
gue CAV - | pode modulara resposta inflamatéria em diversos aspectos, dentre eles,
a expressao de Cox - 2, delL - I, IL - 6, e IL -12 e na compensatoria mitocondrial,
diante das respostas de estresseoxidativo induzida pelo aumento do colesterol (Chen
et al., 2014; Chen et al., 2016).

Pazzini et al. (2017), realizaram um estudo histoquimico das coloracdes

Hematoxilina & Eosina e Tricromico de Masson para avaliacdo da proliferacéo



7
vascular em coelhos, utilizando os anticorpos CD31 e CD34 e a Caveolina - | para

avaliacdo imunoistoquimica. Neste estudo, a comparacdo imunoistoquimica da
Caveolina - |, CD31 e CD34 como marcadores de angiogénese em coelhos
evidenciaram que ambos 0s anticorpos sao capazes de imunomarcar 0S vasos
neoformados, porém, a Caveolina - | apresentou melhor imunomarcacao de vasos
de pequeno e meédio calibre, e embora ndo seja um marcador especifico para
angiogénese, pode ser utilizada como marcador imuno-histoquimico de endotélio
vascular em coelhos.

O colageno € a maior classe de proteina fibrosa insoluvel encontrada na matriz
extracelular e nos tecidos conectivos. E uma familia de proteinas relacionadas,
geneticamente diferentes, cuja principal funcdo € estrutural (Vargas e Carrascosa,
1997).

Em relacdo ao processo de reparacéo e cicatrizagcdo tecidual, o coldgeno é um
importante componente estrutural que esta presente em todas as fases deste
processo. A depender de sua caracterizacdo bioquimica, quantidade e padréo
organizacional, ira ser determinado a resisténcia da cicatriz fibrosa final (Lima et al.,
2002).

Estéo classificados pelo menos 18 tipos de colagenos e suas subunidades, que

sdo as cadeias alfa, codificadas por genes diferentes. Os colagenos tipo |, Il e lll sdo

0s mais abundantes do organismo. O tipo | é o mais abundante e pode ser encontrado
na pele, tenddes, ligamentos e 0ssos; o tipo I, em cartilagem e humor vitreo; e o tipo
lll, em pele e musculos. Cada molécula de colageno é um bastdo pequeno e rigido
formado pelo entrelacamento em triplice hélice de trés cadeias polipeptidicas, as
cadeias alfa. Essa estrutura proteica justifica as propriedades fisicas e bioldgicas dos
colagenos: rigidez, solidez e estabilidade (Vargas, Audi e Carrascosa, 1997; Prestes
et al.,, 2013).

O colageno tipo Il € um dos principais componentes presentes na Matriz
Extracelular (MEC) da cartilagem hialina, assim como o glicosaminoglicano (Whitney
et al., 2018). Além disso, as fibras colagenas atuam diretamente na sustentacdo do
parénquima e acabam por sofrer diversas agressfées mediante processos
inflamatorios intensos, levando a colagendlise e consequente necrose tecidual
extensa. Em tecidos com presenca de parénquima cartilaginoso, a perda de colageno
tipo Il pode ser importante indicador para injurias inflamatorias, comprometendo a
sustentacao do tecido cartilaginoso e dos vasos sanguineos que auxiliam na irrigacao
tecidual. Além disso, o acumulo de proteina de colageno tipo Il, sem um aumento
concomitante de coldgenos tipo |, pode indicar maior atividade na condrogénese da

cartilagem articular hialina (Kim et al., 2017).



3. OBJETIVO

3.1. Objetivo Geral

Objetivou-se, com o presente trabalho, a comparagcédo entre as avaliacdes
histoquimicas das amostras utilizadas na pesquisa inicial intitulada
“Biocompatibilidade de implante de copoliamida associada a elastdmero termoplastico
(PCTPE) customizado por impressora tridimensional em anastomose traqueal de
coelho (Oryctolagus cuniculus)’, de autoria de Yamashiro (2019), com novas
preparacdes, comparando os achados histolégicos da pesquisa inicial com os
achados obtidos por meio da avaliagdo imunoistoquimica.

3.2. Objetivos Especificos

Quantificar o grau de angiogénese, reparacao tecidual e inflamacao por meio
dos marcadores Caveolina I, Colageno do tipo Il e do tipo IlI, Interleucina | e macrofago

HAM 56, respectivamente.
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CAPITULO 2. Comparacé&o histoquimica e imunoistoquimica da resposta
inflamatoria no processo de reparacédo traqueal com o uso de

bioproteses em coelhos
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RESUMO - Na rotina da Medicina Veterinaria, o transplante traqueal € opcéo
terapéutica para casos de estenoses traqueais por exemplo, porém, ha ainda grande
taxa de insucesso por conta de necrose e tecido de granulagéo. Diante do desafio de
encontrar qual biomaterial é melhor para a implantacdo de préteses tragueais,
objetivou-se com esta pesquisa avaliar por meio de imunoistoquimica amostras de
implante de co-poliamida em anastomose traqueal de coelho (Oryctolagus
cuniculus), referentes aos tempos pos-operatorios de 7 dias (Grupo A; n=5), 15 dias
(Grupo B; n=5) e 30 dias (Grupo C; n= 4). Apdés 0 processamento para avaliacao
histologica das amostras, laminas foram confeccionadas para anélise
imunoistoquimica para avaliar angiogénese, reparacdo tecidual e inflamacédo, por
meio dos anticorpos Caveolina-1, Colageno tipo Il e Colageno tipo IIl, macr6fago HAM
56 e Interleucina |, e a avaliagdo destes indicadores foi realizada pela contagem de
células marcadas por meio de analise semi-qualitativa. Para a analise estatistica
foram utilizados o teste de Shapiro-Wilk, teste de Kruskal-Wallis e Dunn, com nivel de
significancia de p<0,05. Na comparacdao entre o presente estudo e o estudo
realizadopor Yamashiro (2019), observou-se que as técnicas de imunoistoquimica e
histoquimica se completam para avaliar os implantes traqueais. Quando comparado
0 processo inflamatorio, as duas avaliagbes apresentaram resultados semelhantes
nos grupos A, B e C, sendo observado grau de inflamacédo acentuado no grupo A, e
moderado no grupo B e discreto em C. Em relacdo a avaliacdo angiogénica, a andlise
imunoistoquimica ndo foi expressiva para essa marcacao, apresentando um escore
discreto para todos os grupos, diferentemente da analise histoquimica em que foi
melhor detectada essa variavel. Quando analisados os resultados obtidos em relacao
a reparacao tecidual, a avaliacdo imunoistoquimica foi mais precisa, apresentando
marcagcao mais expressiva nos trés grupos de colageno tipo Il e colageno tipo lll,
guando comparado com os resultados histoquimicos em que nao foi observada
diferenca significativa de proliferacdo tecidual apés a implantacéo traqueal. Diante
destes resultados, pode-se concluir que ambas as técnicas sao importantes e se
completam no processo de averiguagao do grau de angiogénese, reparacao tecidual
e inflamacao apos implantacdo de préteses traqueais.

Palavras-chave: angiogénese, estudo comparativo, imunomarcacao, inflamacéo, estudo
histopatoldgico, reparacao tecidual
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1. INTRODUCAO

A substituicdo traqueal por meio da utilizacdo de préteses equivalentes a
condutos tubulares provou ser ineficaz, especialmente quando o defeito traqueal
acomete mais de 50% do comprimento total do 6rgéo, o que aumenta os desafios na
sua reconstrucdo, como a presenca de infeccéo, extrusdo, obstrucdo ou rejeicéo
cronica (Grillo, 2002).

O avanco da tecnologia possibilitou o desenvolvimento de préteses tragueais
de materiais diversos, porém ainda ndo apresentaram resultados satisfatorios, pois
apesar de ja terem sido avaliados diversos materiais, 0 material ideal para substituicao
tragueal ainda nao fora estabelecido (Drachler et al., 2015).

Complicacdes relacionadas as proteses implantadas podem ocorrer,
principalmente no que se refere ao processo inflamatério exacerbado, podendo
culminar na rejeicdo do material (Kaye et al., 2016). Portanto, faz-se necessario a
analise do perfil inflamat6rio, de angiogénese e de reparacéo tecidual para avaliagéo
da funcionabilidade do implante de bioprétese traqueal.

Por meio da avaliacdo histoquimica ou por meio da imunoistoquimica, é
possivel a quantificacdo e qualificacdo do processo inflamatério, determinando assim
a resposta do hospedeiro a bioprétese, assim como sua durabilidade.

Diante da importancia de se encontrar um material que atenda todas as
caracteristicas necessarias para o sucesso da implantagcdo da protese traqueal,
evitando que ocorra processo inflamatério com possivel rejeicdo do implante,
objetivou-se, com esta pesquisa, comparar os achados histoquimicos, verificados
anteriormente por Yamashiro (2019), de reparacao tecidual quando realizada a
substituicdo traqueal por implante impresso em 3D, com os achados

imunoistoquimicos do presente estudo.
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2.  MATERIAL E METODOS

2.1. Aspectos Eticos

Este projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinérias da Unesp, Campus
de Jaboticabal, sob o protocolo n°® 007989/17.

2.2. Amostras

As amostras utilizadas neste projeto sdo provenientes do trabalho realizado
por Yamashiro (2019), que fez a reconstrucdo traqueal com implante de poliamida
associada a elastbmero termoplastico (PCTPE) customizado em impressora 3D. Os
animais foram distribuidos em trés grupos (A, B e C), referentes aos tempos de
eutanasia de 7, 15, e 30 dias pOs-operatorios, sendo que 0s grupos A e B possuiam
cinco animais e o grupo C quatro animais.

As amostras foram processadas conforme a rotina histolégica convencional
e laminas de imunoistoquimica preparadas para avaliacdo da angiogénese,
reparacao tecidual e inflamacdo nos tecidos provenientes dos animais que
receberam a bioprétese de traqueia. Em relacdo ao estudo a ser comparado, as
amostras foram analisadas por meio da histoquimica, utilizando a coloracdo
hematoxilina-eosina (HE), e posteriormente avaliados o processo cicatricial, rejeicdo
e resposta inflamatéria apds a insercado do implante traqueal. O procedimento cirdrgico

de reconstrucéo traqueal esta ilustrado na Figura 1.
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Figura 1. Sequéncia de imagens fotograficas de implantacdo da proétese

tragueal confeccionada em impressora 3D, em coelhos. (A)
Exposicdo e isolamento do 6rgdo através da aplicacdo de fio de
reparo cranial (CR) e caudal (CD) ao local da inciséo; (B) Resseccéo
total em 360 graus da traqueia na altura do 5° anel traqueal até o anel
8° gerando o defeito; (C) Implante de PCTPE manufaturado por
impressora 3D ajustado para ser suturado no interior da borda cranial
da traqueia de coelho; (D) Sutura simples separada armada em borda

cranial da traqueia de coelho. Fonte: Yamashiro, 2019.

2.3. Avaliacdo Imunoistoquimica

As amostras foram processadas conforme a rotina histopatoldgica

convencional

e laminas de imunoistoquimica preparadas para avaliagdo da
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angiogénese, reparacao tecidual e inflamacao nos tecidos provenientes dos animais
gue receberam a bioprétese de traqueia. Em relacdo ao estudo a ser comparado, as
amostras foram analisadas por meio da histoquimica, utilizando a coloracao
hematoxilina-eosina (HE), e posteriormente avaliados o processo cicatricial, rejeicéo
e resposta inflamatéria ap6s a insercdo do implante traqueal. 2.4 Avaliacao
Imunoistoquimica

Para a técnica, os cortes foram estendidos em |aminas de vidro previamente
limpas e desengorduradas, com adesivo comercial (3-aminopropiltrietoxi-silano:
Sigma Chemical C.O., Estados Unidos). Na sequéncia, os cortes foram mantidos em
estufa a 67 °C por uma hora, e a seguir procedeu-se a desparafinizacdo em
solucbes decrescentes de xilois e alcoois. Os cortes foram processados com
anticorpo especifico e o sistema de detecc¢do utilizado foi o kit de polimero NovoLink
(Leica Solutions, Estados Unidos).

As avaliacdes realizadas mediantes a expressao de cada anticorpo séo
apresentadas no Quadro 1. A avaliacdo dos indicadores foi realizada pela contagem
de células marcadas (Maeda et al., 1995) por meio de avaliagdo semi-qualitativa,
sendo expresso como: Ausente (0), Discreto (1), Moderado (2) e Acentuado (3). No

Quadro 2 é descrito a técnica imunoistoquimica realizada em cada marcador.

Quadro 1. Avaliacao dos indicadores mediante cada marcador.

Marcador Indicador/Avaliagao
Caveolina - | Angiogénese
Interleucina - | Inflamacao
Macrofago HAM 56 Inflamacao
Colageno tipo Il Reparacao tecidual
Colageno tipo lll Reparacao tecidual
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Quadro 2. Descricao da técnica de imunoistoquimica realizada em cada marcador.

Reagente Diluicdo Recuperagdo Bloqueadores Incubagédo
Antigénica
Macréfago Solugdo Pepsina porcine | Proteina—10 | 2 a4h overnight
HAM 56 Retriveal: 25ml | gastric mucosa: min. —Estufa e
concentrado + Sigma Life Capela de fluxo
225 ml dgua Science United
deionizada. DAB Kingdom
>50 pl em 1000
pl =100 pl
Interleucina | Solucdo Pepsina porcine Proteina—10 | 2 a 4h overnight
Retriveal: 25ml | gastric mucosa: min. —Estufa e
concentrado + Sigma Life Capela de fluxo
225 ml dgua Science United
deionizada. DAB Kingdom
> 50 pl em 1000
pl =100 pl
Colégeno Il Solugdo Pepsina porcine | Post-primary— | 2 a 4h overnight
Retriveal: 25ml | gastric mucosa: 30 min. —Estufa e
concentrado + Sigma Life Capela de fluxo
225 ml dgua Science United
deionizada. DAB Kingdom
> 50 pl em 1000
pl =100 pl
Coléageno Il Solugdo Pepsina porcine Polimero 2 a 4h overnight
Retriveal: 25ml | gastric mucosa: | Novolink —30 —Estufae
concentrado + Sigma Life min. Capela de fluxo
225 ml dgua Science United
deionizada. DAB Kingdom
> 50 pl em 1000
pl =100 pl
Caveolina | Solugdo Pepsina porcine | Peroxidase — 10 | 2 a 4h overnight
Retriveal: 25ml | gastric mucosa: min. —Estufae
concentrado + Sigma Life Capela de fluxo
225 ml dgua Science United
deionizada. DAB Kingdom
> 50 pl em 1000
pl =100 pl

2.4. Delineamento Estatistico

Os

resultados obtidos de quantificacdo dos marcadores especificos

relacionados ao grau de inflamagdo, angiogénese e reparagdo tecidual foram

confirmados por meio dos achados microscépicos utilizando analises histoquimicas e

imunoistoquimicas, e comprovados estatisticamente. Por meio do teste de Shapiro-

Wilk, foram analisadas que as distribuigcdes das variaveis seguem uma distribuicédo
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ndo-paramétrica, portanto para realizar as analises comparativas dessas amostras
foram utilizados os testes de Kruskal-Wallis e Dunn, ao nivel de significancia de 95%

(p £0,05). Para estas analises foi utilizado o software R 4.2.2 (Innocent and Trusting).
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3. RESULTADOS

Na andlise estatistica semi-qualitativa, em relacdo ao grau de inflamacéo, foi
observada variancia estatistica na expressdo de Interleucina I, quando comparados
os grupos B e C, que representam os tempos de 15 e 30 dias (p < 0,05). O grupo B
apresentou 80% dos animais com moderada expressdo de Interleucina | e 20% com
acentuada expresséo, enquanto que no grupo C observou-se 25% de expressao
moderada e 50% de expressdo acentuada de Interleucina |I. Ademais, fora
observada tendéncia de correlacdo inversa moderada (1 = -0,42), ainda que nao
significativa (p =0,09), entre o grau de inflamacdo e a contagem de macrofagos. Na
Figura 2 pode-se observar a imunomarcagao de Interleucina | na avaliacdo semi-
qualitativa. Em relacaoa reatividade para o anticorpo Interleucina I, todos os grupos
apresentaram esta caracteristica, sendo observada discreta i m un o marcagcdo no
grupo A, variando de discreta a moderada no grupo C e tendo acentuada

imunomarcacgéo no grupo B.

4 L@ e S8 At IR ) “
P A-! \ 3 ?ih h :"V‘. i '.’ ’ = WA

Figura 2. Imunomarcacdo de Interleucina | na avaliacdo semi-
gualitativa, apés 15 dias de implante em traqueia de coelho
(Oryctolagus cuniculus). Aumento de 40x. (Laboratério de
Imunoistoquimica: FCAV-UNESP, Jaboticabal, 2022).
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No que se refere ao grau de reparacdo tecidual, a analise estatistica semi-
qualitativa evidenciou correlagéo inversa moderada (1 = -0,48) (p < 0,05) entre o indice
de proliferacao intraluminal de células e a expresséao de colageno tipo Il. Na Figura 7,
gue apresenta os resultados da analise estatistica da avaliagdo histoquimica do
estudo de Yamashiro (2019), pode-se observar que a proliferagdo intraluminal é
discreta apenas no grupo A, em que apenas 40% dos animais apresentam esta
caracteristica, e ausente nos outros dois grupos, B e C. Em contrapartida, na avaliacao
imunoistoquimica, notou-se que a expressao de colagenos tipo Il tem graduacéo
discreta em 60% dos animais do grupo A e de 20% dos animais no grupo B. Em
relacdo a imunomarcacao do colageno tipo Il, o grupo A apresenta uma graduacéo
moderada em 40% dos animais, o grupo B 40% e o grupo C em 75% dos animais. A
graduacéo acentuada da expressao de colageno tipo Il foi maior apenas no grupo B,
em que apenas 40% dos animais apresentaram esta caracteristica. Foi observada
também tendéncia de correlacdo moderada (1 = 0,41), ainda que nao significativa (p
= 0,09) entre o indice de proliferacdo extra luminal de células e a expressao de
colageno tipo Il. Em relacdo a andlise estatistica do indice de expresséo do colageno
tipo 11, ndo foi observada diferenca estatistica.

A correlacdo entre a imunomarcacdo de macrofagos apresentou-se como
moderada nos grupos A e B e discreta no grupo C, como apresentado na Tabela 1.
Na Figura 3 é possivel observar aimunomarcacéao de macréfago HAM 56 na avaliacédo
semi-qualitativa.

A imunomarcacao para Caveolina | foi discretamente observada em todos os

grupos avaliados, como demonstrado na Figura 4.
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Figura 3. Imunomarcacdo de Macréfago HAM 56 na avaliacdo semi-
gualitativa, apos 15 dias de implante em traqueia de coelho
(Oryctolagus cuniculus) Aumento de 40x. (Laboratoério de
Imunoistoquimica: FCAV-UNESP, Jaboticabal, 2022).

Figura 4. Imunomarcacdo de Caveolina | na avaliagdo semi-

qualitativa, ap6s 15 dias de implante em traqueia de coelho
(Oryctolagus cuniculus). Aumento de 40x. (Laboratério de
Imunoistoquimica: FCAV-UNESP, Jaboticabal, 2022).

Semelhante aos demais anticorpos, a imunomarcacao para colageno tipo Il e

colageno tipo Il também foi presente em todos o0s grupos. A reacao para colageno |l
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foi considerada discreta no grupo A, moderada no grupo C e acentuada no grupo B.
A imunomarcacao para colageno tipo Il foi considerada como discreta nos grupos A,
B e C.

Figura 5. Imunomarcacdo do Coldgeno Il na avaliacdo semi-
gualitativa, apés 30 dias de implante em traqueia de coelho
(Oryctolagus cuniculus). Aumento de 40x. (Laboratério de
Imunoistoquimica: (FCAV-UNESP, Jaboticabal, 2022).



Figura 6. Imunomarcacdo do Colageno Ill na avaliagdo semi-
qualitativa, ap6s 30 dias de implante em traqueia de coelho
(Oryctolagus cuniculus). Aumento de 40x. (Laboratério de
Imunoistoquimica: FCAV-UNESP, Jaboticabal, 2022).

23
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Todas as avaliacdes das imunomarcacdes estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Dados do estudo da avaliacdo de imunoistoquimica de amostras
microscopicas referente ao processo de biocompatibilidade das

préteses traqueais em coelhos dos grupos de 7, 15 e 30 dias.

] . 7 dias 15 dias 30 dias
CRITERIOS GRADUACAO
n (%) n (%) n (%)

Discreto (+) 3 (60%) 1 (20%) -
EXPRESSA%EOE EOLAGENO Moderado (++) 2 (40%) 2 (40%) 3 (75%)
Acentuado (+++) - 2 (40%) 1 (25%)
Discreto (+) 3 (60%) 2 (40%) 1 (25%)
EXPRESSASP%Elﬁ:OLAGENO Moderado (++)  2(40%)  3(60%) 2 (50%)
Acentuado (+++) - - 1 (25%)
Discreto (+) 1 (20%) 1 (20%) 1 (25%)
EXPRESSA% E,& QAGACROFAGO Moderado (++) 4 (80%) 2 (40%) 2 (50%)
Acentuado (+++) - 2 (40%) 1 (25%)
Discreto (+) 3 (60%) 3 (60%) 2 (50%)

EXPRESSAO DE CAVEOLINA Moderado (++) 2 (40%) 1 (20%) 2 (50%)

Acentuado (+++) - 1 (20%) -
Discreto (+) 1 (20%) : 1 (25%)
EXPRESSAO DE Moderado (++) 4 (80%)  4(80%) 1 (25%)

INTERLEUCINA

Acentuado (+++) - 1 (20%) 2 (50%)
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Tabela 2. Estudo estatistico da avaliacdo histoquimica de amostras microscépicas

referente ao processo de biocompatibilidade das proteses traqueais em

coelhos dos grupos de sete, 15 e 30 dias (Adaptado de Yamashiro, 2009).

j ~ 7 dias 15 dias 30 dias
CRITERIOS GRADUACAO n (%) n (%) n (%)
Ausente (-) - - -
. Discreto (+) - - 1 (20%)
GRAU DE INFLAMAGAO Moderado (++) - 1(20%) 3 (60%)
Acentuado (+++) 5 (100%) 4(80%) 1 (20%)
Ausente (-) - - -
INFILTRADO Discreto (+) - - 1 (20%)
POLIMORFONUCLEAR Moderado (++) - 1(20%) 3 (60%)
Acentuado (+++) 5 (100%) 4 (80%) 1 (20%)
Ausente (-) - - -
Discreto (+) - - -
INFILTRADO MONONUCLEAR Moderado (++) - 120%) 4 (80%)
Acentuado (+++) 5 (100%) 4(80%) 1 (20%)
Ausente (-) 3 (60%) 5 (100%) 5 (100%)
INFILTRADO DE CELULAS Discreto (+) 2 (40%) - -
GIGANTES Moderado (++) - - -
Acentuado (+++) - - -
Ausente (-) - - -
CONGESTAO VASCULAR Discreto (+) 1 (20%) 1 (20%)
TRAQUEAL Moderado (++) 1 (20%) 1(20%) 2 (40%)
Acentuado (+++) 3 (60%) 3(60%) 3 (60%)
Ausente (-) - - -
EDEMA CELULAR OU INTESTICIAL Discreto (+) 1 (20%) 1 (20%) -
TRAQUEAL Moderado (++) 1 (20%) 1(20%) 2 (40%)
Acentuado (+++) 3 (60%) 3(60%) 3 (60%)
Ausente (-) 4 (80%) 2 (40%) 4 (80%)
Discreto (+) 1 (20%) 1 (20%) -
HEMORRAGIA TRAQUEAL Moderado (++) - 2 (40%) 1 (20%)
Acentuado (+++) - - -
Ausente (-) 5(100%) 5(100%) 5 (100%)
~ Discreto (+) - - -
FIBROSE EM REGIAO TRAQUEAL Moderado (++) - - -
Acentuado (+++) - - -
Ausente (-) 5 (100%) 1 (20%) -
FIBROSE EM REGIAO DE PROTESE Discreto (+) - 1(20%) 1 (20%)
E ANASTOMOSE Moderado (++) - 2 (40%) 2 (40%)
Acentuado (+++) - 1(20%) 2 (40%)
Ausente (-) 5(100%) 5(100%) 5 (100%)
Discreto (+) - - -
ESTENOSE INTRALUMINAL Moderado (++) - - -
Acentuado (+++) - - -
Ausente (-) 5 (100%) - -
PROLIFERACAO TECIDUAL Discreto (+) - - -
TRAQUEAL (EXTERNA) Moderado (++) - 5 (100%) -
Acentuado (+++) - - 5 (100%)
Ausente (-) 3 (60%) 5(100%) 5 (100%)
PROLIFERAQAO TECIDUAL Discreto (+) 2 (40%) - -

TRAQUEAL (INTERNA)

Moderado (++)

Acentuado (+++)
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4. DISCUSSAO

O avanco da tecnologia possibilitou o desenvolvimento de proteses traqueais
de materiais diversos, porém, mesmo avaliando varios tecidos e materiais sintéticos,
0 substituto traqueal ideal ainda néo fora estabelecido. (Darchler et al., 2015; Silva,
2017). Conforme avaliado no estudo realizado por Yamashiro, (2019), é possivel
inferir, por meio de avaliacdo histoquimica, que a prétese traqueal biomimética que
fora desenvolvida por meio da tecnologia de impressdo 3D pode ser facilmente
fabricada, oferece boa caracteristica estrutural e 6tima funcéo anatémica e integracao
biologica, demonstrando ser excelente suporte por ter proporcionado fluxo adequado
de ar pelo conduto traqueal, além de ter havido falhas na area de enxertia. Porém, é
importante ressaltar que a resseccao de anéis traqueais ndo é isenta de riscos, pois
o estudo fora baseado em segmentos curtos da tragueia com acometimento de 0,5
cm, portanto, a realizacdo de transplantes com acometimento de 30% a 50% do
comprimento total da traqueia ainda € opc¢éao futura para avaliacdo do comportamento
celular (Yamashiro, 2019).

Os resultados estatisticos observados no presente estudo foram satisfatorios
em relacdo a implantacdo da protese tragueal em coelhos, e foram correlacionados
com o trabalho inicial de Yamashiro (2019), que avaliou os achados por meio de
analises histoquimicas.

No estudo de Yamashiro (2019), fora possivel observar variacao significativa
nos achados histol6gicos em relacdo a analise do grau de inflamacao, em que o grupo
A demonstrou inflamac&o acentuada em 100% dos animais, 0 grupo B apresentou
20% dos animais com inflamag&o moderada e 80% com inflamacéo acentuada e o
grupo C com 20% dos animais apresentando inflamacéo discreta, 60% dos animais
com inflamacdo moderada e 20% com inflamacdo acentuada. Neste estudo, 0s
achados imunoistoquimicos foram semelhantes, sendo que no grupo A o grau de
inflamacéao foi caracterizado como moderado, em que 80% dos animais apresentaram
marcacao para macréfagos HAM 56 e Interleucina I, células pertencentes ao processo
inflamatorio, no grupo B notou-se que 40% dos animais apresentaram moderada
expressao para macrofagos e 80% para Interleucina I, e no grupo C a expresséao ficou
dividida em 25% com graduacéo discreta, 25% moderada e 50% com graduacao
acentuada para Interleucinas |. Tanto nos resultados obtidos no estudo de Yamashiro

(2019) quanto no presente estudo pode-se observar que nos primeiros dias apés a
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colocacao da bioprétese, ha uma acentuada presenca de células inflamatorias, que
corroboram com a primeira fase do processo de cicatrizagdo, onde ocorre num
primeiro momento a migracdo de neutréfilos e mondcitos que se transformam em
macréfagos. Estes macréfagos regulam substancias que sinalizam o recrutamento
de células importantes para fagocitarem debris celulares e bactérias, para que
ocorraa degradacdo da matriz extracelular provisoria e facilite a migracao de células
para a segunda fase da cicatrizacéo, a fase proliferativa. (Souza e Mann, 2011).
Estudo realizado por Alves (2015) com biomateriais implantados em regiao
maxilar de coelhos, verificou que nos primeiros dias a resposta tecidual apresentava
reacdo de granulacdo, com presenca de inflamacgdo crbnica, infiltrado rico em
macrofagos e células gigantes multinucleadas, semelhante aos achados neste estudo,
demonstrando que a presenca destas células se deve a tentativa do organismo de
reabsorver o0 material implantado, e ndo necessariamente a falta de
biocompatibilidade. Sendo assim, os resultados referentes a resposta inflamatoria,
dos dois tipos de andlise, histoquimica e imunoistoquimica foram importantes para
delimitar o grau de inflamacdo apos a colocacdo da bioprotese traqueal, nao
apresentando diferencas significativas entre si. Porém, no que se refere a uma analise
mais especifica sobre quais células inflamatérias estdo presentes no processo
inflamatério, a avaliacdo imunoistoquimica consegue delimitar melhor tais células,
fornecendo dados quantitativos importantes, sendo uma técnica complementar
considerada importante nos dias de hoje nos laboratorios de patologia cirdrgica
(Taylor e Levenson, 2006; Werner et al., 2005). Em avaliacdo imunoistoquimica, com
utilizacdo do imunomarcador Caveolina-1, para quantificar os mecanismos envolvidos
no processo de angiogénese, em todos os grupos foram observados graduacao
discreta. Em contrapartida, na avaliagdo histoquimica realizada no estudo de
Yamashiro (2019), o grau de prevaléncia dos mecanismos envolvendo angiogénese
aumentaram gradativamente entre os grupos de A a C, conforme o decorrer dos dias
apos implantacdo da bioprotese traqueal. O grupo A ndo apresentou esta
caracteristica, porém no grupo B houve ocorréncia moderada em 100% dos animais
e no grupo C fora observado ocorréncia acentuada de 100% dos animais. Os achados
imunoistoquimicos deste estudo sao contrarios ao de Pazzini et al. (2017), que
obtiveram resultado satisfatério com o emprego de Caveolina-1 para contagem de
microvasos em enxertos de pele em coelhos. Serafim e colaboradores (2016) também
relataram bons resultados na quantificacdo angiogénica de cirurgia reconstrutiva em

coelhos. Abbas et al., (2013) afirmam que a Caveolina-1 ndo é um anticorpo especifico
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para angiogénese, e sim para identificar membrana citoplasmatica e endotélio,
corroborando com o presente estudo.

Em relacdo aos mecanismos envolvidos no processo de reparacéao tecidual, o
grupo A na avaliacao deste estudo, apresentou graduacao discreta e moderada na
imunomarcacdo de coldgeno tipo | e colageno tipo Il. No grupo B observou-se
marcacao discreta e moderada destas variaveis e no grupo C a marcacao ficou mais
evidente na graduacdo moderada e acentuada. Estes resultados corroboram com as
fases de proliferacdo celular e maturagcdo do processo cicatricial, em que ha
substituicdo de fibrina por coldgeno, sendo o apice entre duas e trés semanas apos
a lesdo (Hosgood, 2017), como apresentados nos grupos B (15 dias apds o
procedimento) e C (30 dias apds o procedimento). Tazima e colaboradores (2008)
afirmam que na fase de maturacéo, que tem duracdo entre seis a oito semanas apos
a leséo, as fibras colagenas encontram-se em equilibrio devido a acdo da colagenase,
confirmando os resultados identificados no presente estudo. Bini et al. (2021)
realizaram um estudo de avaliacdo termografica de implante de co-poliamida
associado a elastébmero termoplastico em traqueia de coelhos, e observaram que os
animais avaliados com 30 dias de implante ndo apresentaram nenhum grau de
inflamacé&o e encontravam-se na fase de maturacdao. Assim como o grupo C (30 dias
apos o implante traqueal) deste experimento, o qual apresentou grau acentuado de
marcacao para colageno e grau discreto e moderado de inflamac&o. Em contrapartida,
na avaliacdo histoquimica, observou-se auséncia de 100% de proliferacdo de tecido
extraluminal no grupo A, 100% de graduacdo moderada para o grupo B e 100% de
graduacdo acentuada para o grupo C. E, quando analisada a graduacdo da
proliferacéo de tecido intraluminal, os resultados obtidos foram: grupo A apresentando
60% dos animais com auséncia desta variavel versus 40% dos animais com discreta
apresentacéo e grupo B e C com 100% de auséncia da mesma. Diante da comparacao
entre as duas técnicas, pode-se verificar que a técnica de imunoistoguimica
proporcionou melhor analise da deposicdo de colageno tipo Il no processo de
reparacao tecidual.

Ao analisar todos os resultados obtidos tanto no presente estudo como no
estudo que foi utilizado para comparacao de Yamashiro (2019), pode-se inferir que as
duas técnicas se complementaram, por avaliarem marcadores ligeiramente diferentes,
porém estes estdo relacionados a inflamacéo, angiogénese e reparacao tecidual apds

implantacéo de bioprétese traqueal.
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5. CONCLUSAO

Diante das avaliacdes realizadas neste estudo e as comparacdes feitas com o
estudo de Yamashiro (2019), € possivel concluir que tanto a imunoistoquimica
guanto a histoquimica se mostraram técnicas eficazes para a avaliacdo do grau de
inflamacdo, angiogénese e reparacdo tecidual apds implantagcdo de bioprotese
traqueal, por possuirem resultados finais consideravelmente semelhantes, além de
condizerem com as alteragbes em exame fisico relatadas por Yamashiro, (2019) e por

corroborar com a literatura consultada.
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