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BIOCOMPATIBILIDADE DE POLI(ACIDO LATICO) (PLA) E BLENDA PLA/POLI(e-
CAPROLACTONA) (PCL) IMPLANTADOS EM EQUINOS

RESUMO - Os biomateriais sdo projetados para interagir com sistemas
bioldgicos, podendo ser sintéticos como o metal, ou naturais como biopolimeros. O
desenvolvimento de novas tecnologias a partir de fontes renovaveis € amplamente
empregado nas diferentes areas do conhecimento devido a grande preocupag¢ao com
a preservagao do meio ambiente. Na Medicina Veterinaria, observa-se interesse para
o desenvolvimento de formulagdes medicamentosas de longa durag&o, sendo os
biopolimeros alternativas viaveis para desempenhar o papel de carreador, além da
sua utilizagdo como arcabougos para regenerac¢ao 0ssea, fios de sutura, parafusos,
pinos e placas para cirurgias ortopédicas. Objetivou-se avaliar a biocompatibilidade
do poli(acido latico) (PLA) e da nova blenda PLA/poli(e-caprolactona) (PCL)
implantados pela via subcutdanea em equinos. Utilizaram-se 6 equinos, 3 machos e 3
fémeas, sem raga definida, com idade entre 10 e 18 anos e peso médio de 405 kg +
37. O experimento foi composto por quatro grupos experimentais: grupo controle (C),
grupo implante negativo (IN), grupo PLA e grupo PLA/PCL, sendo que os dois ultimos
foram submetidos a implantacio de PLA puro ou da blenda PLA/PCL,
respectivamente. Os equinos foram submetidos a procedimento cirurgico para a
implantacdo dos biomateriais no tecido subcutaneo, na face lateral do pescocgo. Os
polimeros permaneceram implantados durante 6 meses, sendo realizadas avaliagbes
nos momentos antes, 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144,168 h, 2, 3,4,5,6,7, 8, 16 e 24
semanas apos a implantacdo. O exame fisico consistiu na avaliacdo da frequéncia
cardiaca (FC), frequéncia respiratoria (FR), temperatura corporal (TC), motilidade
intestinal (MI), grau de hidratagdo (GH), coloracdo de mucosas aparentes (CMA) e
tempo de preenchimento capilar (TPC). Determinou-se a concentragéo plasmatica de
fibrinogénio (FP). A termografia infravermelha (TIV) foi utilizada para determinacao de
resposta inflamatdria. A resposta nociceptiva foi avaliada por meio dos filamentos de
Von Frey (FVF). O exame ultrassonografico (US) foi realizado para avaliagdo das
respostas locais a presenga do material, além da ecogenicidade dos polimeros. Ao
final do periodo de implantagédo, os biomateriais foram retirados por meio de bidpsia
cutanea para analise histopatoldégica, por meio das coloragdes hematoxilina-eosina
(HE) e picrosirius-hematoxilina (PSH). Realizou-se microscopia eletronica de
varredura (MEV) para avaliagdo da estrutura e biodegradagédo do material. Aplicou-se
analise de variancia para medidas repetidas seguida pelo teste de Tukey. Para
avaliagao das variaveis histopatoldgicas foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney. Todas as analises foram realizadas com p<0,05. N&o houve alteragdo com
importancia clinica nas comparagdes intra e intergrupos para a FC, FR, TC, MI, GH,
CMA e TPC e FP. Na TIV evidenciou-se elevacado transitoria da temperatura
termografica cutdnea (TT) dos grupos implantados (PLA e PLA/PCL). Entre 24 e 72 h
apos a implantagdo houve aumento de TT dos grupos implantados (PLA e PLA/PCL),
quando comparado aos grupos IN e C. Na avaliagdo nociceptiva evidenciou-se
diminuicdo do limiar nociceptivo mecanico (LNM) dos grupos implantados (PLA e
PLA/PCL) e do grupo IN, em relagao ao grupo C, entre 6 a 120 h apds o procedimento.
Observou-se diminuigdo do LNM dos grupos implantados em relagéo ao grupo IN 48
h apdés a implantacdo. No US foi possivel observar maior edema nos grupos



\

implantados e no grupo IN, em relagcédo ao grupo C, entre 6 e 168 h apds o
procedimento. Nos momentos 48 a 96 h, os grupos implantados apresentaram maior
grau de edema que o grupo IN. Além disso, foi possivel evidenciar perda de
ecogenicidade dos polimeros, que se iniciou na 5° semana para o grupo PLA, e na 6°
semana para o grupo PLA/PCL. Na HE foi possivel observar formagédo de reacgao
inflamatoria granulomatosa tipo corpo estranho, ndo havendo diferenga entre os dois
tipos de polimeros. Na PSH observou-se maior agregacéo e compacidade das fibras
de colageno da camada que circunda o polimero para o grupo PLA. Na MEV foi
possivel observar que os biomateriais (PLA e PCL/PLA) estavam em processo de
biodegradagao. Conclui-se que tanto o PLA puro quanto a blenda PLA/PCL sao
biocompativeis e biodegradaveis com potencial para utilizagédo na Medicina Equina.

Palavras-chave: biodegradacdo, biomateriais, cavalos, implantagdo de polimeros,
seguranca
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BIOCOMPATIBILITY OF POLY(LACTIC ACID) (PLA) AND BLEND PLA/POLI(e-
CAPROLACTONE) (PCL) IMPLANTED IN EQUINE

ABSTRACT - Biomaterials are designed to interact with biological systems, which may
be synthetic as metal, or natural as biopolymers. The development of new technologies
from renewable sources is widely used in the different areas of knowledge due to the
great concern with the preservation of the environment. In veterinary medicine, there
is interest in the development of long-lasting drug formulations, with biopolymers being
feasible alternatives to play the role of carrier, as well as their use as scaffolds for bone
regeneration, sutures, screws, pins and plates for orthopedic surgeries. The objective
of this study was to evaluate the biocompatibility of poly(lactic acid) (PLA) and
PLA/poly(e-caprolactone) (PCL) new blends implanted subcutaneously in horses. Six
equine, 3 male and 3 female, cross-breed, aged between 10 and 18 years and mean
weight of 405 kg + 37 were used. The experiment was composed of four experimental
groups: control group (C), negative implant group (IN), PLA group and PLA/PCL group,
being that the last two were submitted to the implantation of pure PLA and the PLA/PCL
blends, respectively. The horses were submitted to a surgical procedure for
implantation of the biopolymers in the subcutaneous tissue, on the lateral side of the
neck. The polymers remained implanted for 6 months, and evaluations were performed
before, 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144,168 h, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 16 and 24 weeks after
implantation. The physical examination consisted of evaluation of heart rate (HR),
respiratory rate (RR), body temperature (BT), intestinal motility (IM), degree of
hydration (DH), apparent mucosal coloration (AMC), and capillary filling time (CFT).
The plasma fibrinogen concentration (PF) was determined. Infrared thermography
(IRT) was used to determine the inflammatory response. The nociceptive response
was evaluated by von Frey filaments (VFF). Ultrasound examination (US) was
performed to evaluate the local responses to the presence of the material, in addition
to the echogenicity of the polymers. At the end of the implantation period, the
biomaterials were removed by means of cutaneous biopsy for histopathological
analysis, using hematoxylin-eosin (HE) and picrosirius-hematoxylin (PSH) staining.
Scanning electron microscopy (SEM) was performed to evaluate the structure and
biodegradation of the material. Variance analysis was applied for repeated
measurements followed by the Tukey test. The non-parametric Mann-Whitney test was
used to evaluate the histopathological variables. All analyzes were performed with p
<0.05. There was no change of clinical importance in the intra and intergroup
comparisons for HR, RR, BT, IM, DH, AMC, CFT and PF. The IRT showed transient
elevation of the cutaneous temperature (CT) of the implanted groups (PLA and
PLA/PCL). Between 24 and 72 h after implantation, there was an increase in CT of the
implanted groups (PLA and PLA/PCL) when compared to the IN and C groups.
Nociceptive evaluation showed a decrease in the mechanical nociceptive threshold
(MNT) of the implanted groups (PLA and PLA/PCL) and the IN group, in relation to
group C, between 6 and 120 h after the procedure. There was a decrease in the MNT
of the implanted groups in relation to the IN group 48 h after implantation. In the US, it
was possible to observe greater edema in the implanted groups and in the IN group,
in relation to the group C, between 6 and 168 h after the procedure. Between 48 and
96 h, the implanted groups had a higher degree of edema than the IN group. In
addition, it was possible to show loss of echogenicity of the polymers, which started in
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the 5" week for the PLA group, and in the 6" week for the PLA/PCL group. In HE, it
was possible to observe the formation of a granulomatous inflammatory reaction type
foreign body, with no difference between the two types of polymers. In PSH, greater
aggregation and compactness of the collagen fibers of the layer surrounding the
polymer for the PLA group was observed. In the SEM it was possible to observe that
the biomaterials (PLA and PCL/PLA) were in the process of biodegradation. It is
concluded that both pure PLA and PLA/PCL blends are biocompatible and
biodegradable with potential use in equine medicine.

Keywords: biodegradation, biomaterials, horses, polymer implantation, safety
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CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1. INTRODUGAO

Segundo a literatura, biomateriais sdo materiais empregados em dispositivos
projetados para interagir com sistemas biolégicos com intuito de substituir, aumentar
ou tratar tecidos, o6rgdos ou fungdes do organismo, devendo manter suas
propriedades e caracteristicas estruturais (Ratner et al., 2012). Abrangem os materiais
sintéticos, como metais, ceramicas, polimeros sintéticos e materiais compdsitos; e os
biomateriais naturais, que incluem os biopolimeros como colageno, seda, queratina,
polissacarideos, entre outros (Vulcani et al., 2008).

A aplicabilidade dos biomateriais baseia-se em dois fatores: biocompatibilidade
e biofuncionalidade. A biocompatibilidade esta relacionada ao estado de mutua
existéncia entre o biomaterial e o organismo e ao fato de o biomaterial ndo apresentar
citotoxicidade. A biofuncionalidade refere-se a capacidade de suportar interacoes
célula-biomaterial no meio tecidual onde o material foi aplicado. Trata-se, entédo, da
habilidade do material em desempenhar a fungdo para a qual foi designado no
organismo (Morais et al., 2010).

Pesquisas para o desenvolvimento pré-clinico de medicamentos inovadores a
partir de fontes renovaveis estdo sendo amplamente desenvolvidas, a partir da
conjuncao de diferentes areas do conhecimento. Na biomedicina, esta inovacao
possui foco para producédo de materiais de sutura e osteossintese, e na engenharia
de tecidos, especialmente para a criagdo de tecidos funcionais, por meio de
bioimpressdo 3D. Esta ultima €& feita pela montagem controlada de biomateriais
compativeis com matrizes extracelulares, células e componentes biolégicos (Murphy
et al., 2018).

Existem relativamente poucos estudos com a utilizacdo de biopolimeros em
equinos, sendo que grande parte deles envolve emprego de materiais para reparagéo
de fraturas 6sseas (Pyles et al., 2007; Moreira et al., 2016; Nobrega et al., 2017; Selim
et al, 2018). Nesse contexto, a utilizagdo de materiais poliméricos tem se mostrado
alternativa ao uso de enxertos autélogos e heterdlogos, os quais tém apresentado

limitacbes na medicina equina. Isso porque a corregao de fraturas é parte desafiadora
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da clinica cirurgica de equinos, devido a grande massa corporea destes animais. Os
ossos de cavalos adultos apresentam elevada resisténcia, sendo necessaria a
aplicacao de grande quantidade de energia para que ocorra fratura, o que geralmente
resulta em fraturas cominutivas que formam lacunas ésseas, dificultando sua fixacao
(Moreira et al., 2016).

Além disso, existem trabalhos que envolvem o tratamento de lesdes articulares
(Rumbaugh et al., 2004; Barnewitz et al., 2006; Albert et al., 2012; Petit et al., 2015),
ou a liberacdo de farmacos ou cultura de células para o tratamento de diversas
afecgdes (Barnewitz et al., 2006; Petit et al., 2015; Nobrega et al., 2017). Em outro
estudo, os equinos sao utilizados apenas como modelos experimentais para
humanos, devido as semelhancgas proporcionais de tamanho, carga e tipos de lesbes
articulares entre as duas espécies (Favi et al., 2013)

A partir dos pontos supramencionados € evidente a necessidade de realizagdes
de pesquisas multidisciplinares, envolvendo as areas de Engenharia de Materiais e
Medicina Veterinaria, com o intuito de conhecer a seguranga e a toxicidade de
biopolimeros, assim como sua viabilidade econémica.

Dentro desse contexto, objetivou-se:
a) Avaliar a seguranga do material puro e da blenda poli(acido latico)
(PLA)/poli(e-caprolactona) (PCL) implantados no subcutaneo de equinos.

b) Avaliar as alteragbes histopatoldégicas decorrentes da implantacéao de

material puro e blenda PLA/PCL no subcutaneo de equinos

c) Avaliar as alteragdes sistémicas de equinos implantados com material puro

e blenda PLA/PCL.
d) Observar resposta nociceptiva, termografica e ultrassonografica de equinos

implantados com material puro e blenda PLA/PCL.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Polimeros biodegradaveis

Polimeros biodegradaveis sdo materiais sensiveis a degradagao bioldgica, que
€ realizada pela agado de microrganismos como bactérias, fungos e algas. Podem ser



degradados em semanas ou meses sob situagdes favoraveis de biodegradacéo.
Esses podem ser classificados de acordo com a sua composi¢ao quimica, origem,
método de processamento, etc. De acordo com sua origem, polimeros biodegradaveis
podem ser caraterizados como provenientes de fontes naturais renovaveis,
sintetizados por bactérias, derivados de fonte animal ou, ainda, obtidos de fontes
fosseis, como o petréleo (Avérous e Pollet, 2012).

Dentre os polimeros biodegradaveis, os que tém atraido mais atengédo sao os
obtidos a partir de fontes renovaveis, como milho, celulose, batata e cana-de-acucar,
devido ao menor impacto ambiental gerado pela sua produgéo. As fontes renovaveis
sdo assim conhecidas pois possuem ciclo de vida relativamente curto quando
comparado com fontes fésseis, como o petréleo. Quando os polimeros renovaveis séo
integralmente biossintetizados passam a ser conhecidos como biopolimeros (Pires et
al., 2015).

Assim, biopolimeros podem ser alternativas sustentaveis aos polimeros
provenientes do petroleo, atualmente dominantes no mercado e que geram descarte
inadequado de toneladas desse produto no meio ambiente. Diferentemente dos
biopolimeros, os polimeros derivados do petrdleo, ou grande parte deles, apresentam
resisténcia ao ataque de microrganismos e decomposig¢ao lenta, poluindo o meio
ambiente. Diante do cenario atual, de preocupagcdo com a preservagao ambiental,
mostra-se necessario a produgcao de materiais que sejam biodegradaveis ao término
de sua vida util (Shah et al., 2008; Saini et al., 2016).

Durante as ultimas décadas, os materiais biodegradaveis tém sido amplamente
estudados para aplicagcbes médicas, devido a inumeros beneficios que esses
possuem em relagéo aos materiais ndo biodegradaveis. Uma das principais vantagens
€ a eliminacdo da necessidade de remocg¢ao dos implantes, pois esses materiais
desaparecem apos a degradacdo. Além disso, implantes preparados de polimeros
biodegradaveis sdo capazes de prevenir recidivas em casos de fraturas, pois podem
ser produzidos para degradarem em taxa que ira transferir lentamente a carga para
0s 0ss0s, permitindo cicatrizagdo adequada (Middleton e Tipton, 2000; Lasprilla et al.,
2012).

Os primeiros polimeros terapéuticos comercialmente disponiveis foram suturas

cirargicas, referidas como "suturas absorviveis", que foram feitas a partir de acido
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glicdlico e acido latico (Shalaby; Burg 2003). Desde ent&o, houve desenvolvimento de
materiais poliméricos biodegradaveis e biocompativeis como PLA, PCL, poli(acido
latico-co-glicdlico) (PLGA), entre outros (Onuma e Serruys, 2011). O PLA e o PCL
pertencem a uma classe promissora de biopolimeros. Entretanto, seu potencial para
transformacdo em produto de alto valor biotecnoldgico ainda ndo foi completamente
explorado (Kang et al., 2010; Nampoothiri et al., 2010).

Apesar de todas vantagens, biopolimeros possuem algumas restricdes
técnicas que dificultam sua processabilidade e seu uso como produto final. A
complexidade dos meios dos quais estes sao extraidos e a variabilidade intrinseca da
mateéria-prima sao pontos limitantes para sua produgéo. Sendo assim, muitos estudos
sao realizados para modificacdo de biopolimeros, para que esses possam ser

utilizados em diversas aplicagdes (Brito et al., 2011).

2.1.1 Poli(4cido l4tico) (PLA)

O interesse na producao fermentativa de acido latico aumentou devido a sua
potencial utilizacdo como recurso renovavel e substituto dos petroquimicos
(Nampoothiri et al., 2010). O acido latico é obtido a partir da fermentacéo do amido de
plantas como milho, cana-de-agucar, batata e beterraba (Saini et al., 2016). O
processo de producgao biotecnoldgica, a partir da sintese bacteriana (fermentagéao), é
relativamente maodico, sendo o custo dos substratos reduzido, que, associado a baixa
utilizagado de energia, com temperatura reduzida, torna este tipo de produgéo viavel
(John et al., 2009).

O acido latico € o mais simples acido hidroxi com carbono assimétrico e
apresenta duas formas assimetricamente ativas. O isobmero L & produzido em
humanos e outros mamiferos, enquanto que os enantibmeros D e L sao produzidos
pela fermentagao bacteriana do género Lactobacillus sp, que, a partir de carboidratos,
formam exclusivamente acido latico. O PLA pode ser sintetizado a partir de L-lactato,
D-lactato ou L-D-lactato, originando poli(L-acido latico) (PLLA), poli(D-acido latico)
(PDLA) ou poli(L-D-acido latico) (PLDLA), respectivamente (Garlotta, 2001).

O PLA é um dos polimeros em desenvolvimento como alternativa para os
materiais biocompativeis ndo biodegradaveis e de alto custo, devido ao seu baixo

impacto ambiental quando descartado, ja que esse € completamente biodegradavel.
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Oferece caracteristicas unicas de biodegradabilidade, biocompatibilidade e
bioreabsorbilidade, além de possuir baixo custo, possuindo potencial para aplicagdes
em diversas areas, como embalagens, produtos agricolas, materiais descartaveis,
industria téxtil médica, entre outras. Na area biomédica, tem sido utilizado como fio
de sutura, material de fixagdo Ossea, material para implantes cirurgicos,
preenchimento temporario em cirurgias reconstrutivas de face, sistemas de liberagao
de farmacos e arcaboucos para cultivo de diferentes tipos de células para a
engenharia de tecidos. Entretanto, esse biopolimero apresenta baixa flexibilidade e
resisténcia, propriedades limitantes para o uso em medicina humana e veterinaria
(Lasprilla et al., 2012; Finotti et al., 2017).

2.1.2 Poli(e-caprolactona) (PCL)

O PCL é um polimero sintético originado de um subproduto do petrdleo,
chamado ciclohexanona, um liquido incolor que, em temperatura ambiente, possui
odor acetonado e é usado comumente como solvente de tintas. Os polimeros
sintéticos apresentam propriedades fisicas, quimicas e de degradagao previsiveis e
reprodutiveis, tornando-os mais flexiveis com relagdo ao seu processamento (Puppi
et al., 2010).

Esse polimero possui baixa temperatura de transicdo vitrea, o que acarreta
elevada mobilidade da sua fase amorfa a temperatura corporal. Além disso, possui
alta estabilidade térmica, o que facilita a processabilidade do material. Tais
caracteristicas, associadas a sua boa solubilidade, excelente compatibilidade para
formacao de blendas, citocompatibilidade, alta flexibilidade e tenacidade, o tornaram
um polimero muito versatil quanto ao processamento, o que € vantajoso para
aplicacéo na area biomédica (Dash e Konkimalla, 2012).

Entretanto, sua producao € complexa e de alto custo, o que limita sua producéao
e comercializagdo (Mohamed e Yusoh, 2015). Essa limitagdo pode ser superada por
meio do uso de compostos de PCL com polimeros naturais, os quais sdo baratos e
estdo disponiveis de forma abundante. Entretanto, outras propriedades desses
materiais podem limitar o seu processamento (Azwa et al., 2013).

O PCL tem uma ampla variedade de aplicagdes em diferentes campos, como

embalagens degradaveis, implantes cirurgicos, sistemas de administragdo controlada
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de farmacos de longa duragdo (Mohamed e Yusoh, 2015), arcabougos em engenharia
de tecidos (Nagiah et al., 2013), suturas e como dispositivos que precisam ser
reabsorvidos (Kai et al., 2008).

2.1.3 Blendas poliméricas

Varias abordagens tém sido empregadas para superar as limitagdes ou ajustar
as propriedades fisicas do PLA existente. Algumas dessas técnicas sdo mais
comumente utilizadas, como copolimerizacdo, reticulacdo polimérica, uso de
plastificantes e produgéo de blendas poliméricas. Entre essas estratégias, a produgao
de blendas é um dos métodos mais baratos (Xiao et al., 2012; Zhang et al., 2015).

As blendas s&do misturas fisicas de dois ou mais polimeros, sem que haja
ligagbes quimicas primarias entre eles. Constituem uma forma de obter novos
materiais poliméricos, seja pela mistura das propriedades dos diferente polimeros ou
pela geragao de novas propriedades. Assim, é possivel combinar as propriedades de
polimeros distintos, processo que possui custo reduzido, eliminando a necessidade
de desenvolvimento de novos polimeros ou copolimeros (Saini et al., 2016).

Embora o PLA possua caracteristicas desejaveis como boa performance
mecanica, processabilidade e estabilidade térmica, ele é considerado um polimero
fragil, que apresenta baixa tenacidade e ductilidade, tornando sua utilizagao limitada
para usos que necessitem de deformacio elevada e boa resisténcia a impactos.
Sendo assim, a producdo de blendas poliméricas de PLA com outros polimeros que
apresentam diferentes propriedades mecanicas complementares as observadas no
PLA tem sido estudada. Dentre eles, destacam-se o poli(6xido etileno) (POE),
poli(butileno adipato-co-tereftalato) (PBAT), poli(hidroxibutirato) (PHB), PCL, entre
outros (Zhang et al., 2015; Finotti et al., 2017).

A producédo de blendas de PLA com outros polimeros flexiveis € um método
capaz de aumentar a ductilidade e diminuir a fragilidade desse polimero. Uma opgéo
€ o uso do PCL, pois esse aumenta a flexibilidade e a dureza do PLA, além de ser,
também, biocompativel e bioreabsorvivel. Desse modo, as blendas PLA/PCL sao
fortes candidatas para serem utilizadas, principalmente, em aplicagdes que requerem
suporte mecéanico apenas por determinado periodo de tempo (Finotti et al., 2017).



Ademais, estas misturas podem estimular a proliferagao celular e a formacéao
de capsula conjuntiva, com potencial para serem combinadas com farmacos para
acao sistémica ou em tecido alvo, além de promoverem a estabilidade mecéanica dos
polimeros. Estas caracteristicas desejaveis podem tornar esta mistura de polimeros
interessante alternativa para o uso em vasta gama de areas biomédicas (Ciambelli et
al., 2013).

Ainda, podemos destacar que a blenda PLA/PCL pode formar um gel apés o
seu implante, auxiliando, in situ, a terapia de farmacos injetaveis, pois estes sistemas
permanecem na forma de solugdo gelatinosa a baixas temperaturas. Isso permite a
incorporagao de outras moléculas biologicamente ativas que, posteriormente, tornam-
se solidas a temperatura corpérea (Kang et al., 2010).

O PLA e PCL sao reportados na literatura como sendo imisciveis, o que leva a
melhorias insignificantes nas propriedades mecanicas do material. Para a produgao
da blenda imiscivel PLA/PCL ha necessidade da utilizagdo de um compatibilizante, o
qual tem a funcéo de interagir com ambos os polimeros da blenda, melhorando a
adesao interfacial e aumentando a estabilidade do sistema em relagao a segregacéao
das fases, obtendo-se, assim, morfologia mais homogénea (Finotti et al., 2017).

Dias e Chinelatto (2018) utilizaram 5% de compatibilizante comercial de
copolimero tribloco derivado de e-caprolactona e tetrametileno éter glicol em blendas
imisciveis de PLA com PCL, favorecendo a aderéncia, possivelmente, pela alteracao
da razdo de viscosidade entre os polimeros. Tal estudo mostrou que o

compatibilizante é eficiente, especialmente nas blendas contendo 75% de PLA.

2.2 Biocompatibilidade

Biocompatibilidade é a capacidade de determinado material em interagir
adequadamente apos sua aplicagdo, com o intuito de ndo manifestar nenhum tipo de
reacao, seja ela inflamatéria, irritante, alérgica, toxica ou de carater mutagénico ou
carcinogénico, quando em contato com o organismo (Menezes et al., 2009).

Sendo assim, o biomaterial deve ser biodegradado de forma controlada, ser
metabolizado depois de completar seu objetivo, ser facilmente esterilizado, entre

outras caracteristicas. Além disso, o biomaterial ideal ndo deve causar reacao
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inflamatoria, entretanto, a implantagédo de biomateriais sempre promove algum tipo de
reacao tecidual, devido ao seu intimo contato com o tecido receptor por um longo
periodo de tempo. A avaliagdo da biocompatibilidade é importante, pois permite
estimar a seguranca do material e sua fungéo no organismo (Nyska et al., 2014).

Muitos fatores determinam a resposta inflamatéria e a taxa de degradagao dos
biopolimeros, os quais podem ser avaliados histopatologicamente. Entre eles,
destacam-se o local de implante e as caracteristicas do material, como estrutura, peso
molecular, distribuicdo da massa molar, composi¢gdo quimica, tamanho e geometria
do suporte desenvolvido, porosidade, rugosidade da superficie, pH e toxicidade dos
subprodutos provenientes da degradagéo (Barbanti et al., 2005).

A biocompatibilidade de polimeros compreende, geralmente, quatro
fendbmenos: alteracdes fisico-quimicas ocorridas no sitio de implantagdo no primeiro
contato com o material (adsorgéo); respostas dos tecidos e do meio a presenga do
biomaterial (imunolégicas e inflamatorias); alteragbes sofridas pelo material,
resultantes da agao do meio (degradacgao) e reacdes sistémicas ou de alguma parte
especifica que nao entrou em contato direto com o implante (tumores, alergias)
(Hench et al., 2012).

2.3Métodos de avaliacao da resposta inflamatéria e biodegradacao

2.3.1 Concentragéo de Fibrinogénio plasmatico (FP)

Traumas cirurgicos levam a liberagao de citocinas pro-inflamatdrias, que causam
efeito tanto nas células adjacentes a lesdo, quanto de forma sistémica. O processo
inflamatorio resultante leva a inUmeras alteragdes fisiopatolégicas, como leucocitose,
pirexia, deplecdo da proteina muscular, além de alteracbes hormonais. Essas
mudancas sistémicas sao acompanhadas de uma elevagdo na concentracao
plasmatica das proteinas de fase aguda positivas (PFA), as quais s&o liberadas pelo
figado. A resposta de fase aguda protege o organismo contra doengas e lesdes,
minimizando os danos teciduais e aumentando a taxa de reparagéao (Bundgaard et al.,
2018).

A concentragdo plasmatica das PFA é diretamente proporcional ao grau de
lesdo tecidual e/ou inflamagéo (Fagliari et al., 2008). Entre as principais PFA em



equinos, podemos citar a amiloide sérica A, proteina C reativa, haptoglobina e o FP.
Embora o fibrinogénio seja apenas uma PFA moderada em equinos, ele é
amplamente utilizado devido a disponibilidade e baixo custo do método calorimétrico
(Belgrave et al., 2013; Hooijberg et al., 2014), sendo usado para diagnosticar e
monitorar respostas inflamatorias em cavalos, apresentando aumento modesto (de
até 4 vezes o valor normal) em resposta a inflamagao (Jacobsen et al., 2009).

O estimulo a sintese de fibrinogénio ocorre seis a oito horas apés a injuria,
sendo que sua concentragao plasmatica aumenta de 2 a 10 vezes dentro de 24 a 72
horas apos o inicio do processo inflamatoério (Taylor et al., 2010).

Em um estudo com cavalos submetidos a realizagdo de feridas cirurgicas e
posterior bidpsia para acompanhamento da cicatrizagao ndo foi possivel observar
aumentos no FP apds a realizagcao dos procedimentos de bidpsia. Tais resultados
demonstram que pequenos procedimentos ndo sao capazes de elevar as

concentragdes de FP no sangue (Bundgaard et al., 2018).

2.3.2 Avaliagéo termogréfica infravermelha

A termografia infravermelha (TIV) é uma ferramenta ndo invasiva de deteccao
de mudancas na transferéncia de calor e do fluxo sanguineo por meio da detecgao de
mudangas na temperatura corporal (TC) superficial. O termo “imagem térmica” se
refere a representagdo grafica da radiagdo eletromagnética emitida por uma
superficie. Esse dispositivo tem inumeras aplicagdes, ndo apenas na industria, mas
também na medicina humana e veterinaria, como meio auxiliar de diagndstico de
diversas afecc¢des (Naas et al., 2014; Pavelski et al., 2015).

A avaliacao da temperatura da superficie do animal pode ser utilizada como um
traco indicador para estimar com precisdo seu estado fisioldgico. As alteragdes na
temperatura superficial sdo causadas por mudancgas na perfusdo local, sendo que a
vascularizag&o e o suprimento sanguineo dos tecidos sao as bases da representagao
termografica. No processo inflamatério, o calor € um dos sinais cardiais, pois 0
aumento do suprimento sanguineo causado pela inflamagdo leva a aumento na
temperatura local (Redaelli et al., 2014).

Trauma ou lesdes teciduais sempre causam alteragao na circulagéo, sendo que

o incremento de temperatura ocorre devido a vasodilatagao promovida pela liberagao
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de citocinas. Ademais, lesbes causadas por trombose venosa, edema, desvios de
fluxo sanguineo, infarto ou ma funcionamento tecidual levam a diminuigdo da
temperatura, devido a reducgéo da perfuséo tecidual (Ring e Ammer, 2012; Carstens
et al., 2016).

A termografia € um método nao invasivo, pratico, rapido e de baixo custo em
relacdo a monitorizagdo complementar, além de n&o apresentar limitagdes praticas e
tedricas. Apesar disso, requer alguns cuidados para sua realizagao, além de possuir
algumas limitagdes. O animal ndo deve estar sob a luz do sol, em condi¢bes de alta
umidade ou sujeitos ao vento. Além disso, sujeiras na superficie a ser avaliada podem
interferir na imagem obtida, criando artefatos (McManus et al., 2016).

Na pratica equina, a termografia pode ser utilizada como ferramenta para
avaliagao fisiolégica do cavalo, acompanhamento de procedimentos e tratamentos, e
na avaliagao de bem-estar animal, pois alteragdes na TC podem ocorrer dependendo
do estado fisiolégico e emocional do animal. Um dos principais usos tem sido como
um meio auxiliar de diagndstico, entretanto, a termografia ndo é suficiente para
detectar as causas das alteragdes nos padroes térmicos (Redaelli et al., 2014).

Os estudos que utilizam a TIV em equinos incluem avaliagdo de feridas
cirurgicas (Celeste et al., 2013), monitoramento dos efeitos do treinamento em cavalos
de corrida (Soroko et al., 2014), detec¢cdo de venopungéo jugular para controle de

administracao de drogas em eventos equestres (Daglish et al., 2017), entre outros.

2.3.3 Avaliacdo nociceptiva

Os testes de dor reflexiva, ou limiar nociceptivo, envolvem a aplicagcdo de um
estimulo, seja ele termal, mecanico ou elétrico, a uma parte do organismo até que
uma resposta comportamental ou fisioldgica seja observada, ponto em que se termina
a aplicacado do estimulo. Esses testes ativam nociceptores no local da avaliagao e
desencadeiam respostas motoras localizadas e estereotipadas. O estimulo deve ser
repetivel, confiavel e facil de aplicar, com um ponto final claro (Love et al., 2011;
Gregory et al., 2013).

Os filamentos de Von Frey (FVF) s&o amplamente utilizados para induzir
estimulos mecanicos e avaliar o limiar de dor periférico e o limiar nociceptivo mecanico

(LNM) em humanos, animais de laboratério, caes e equinos, sendo um método nao



11

invasivo. O dispositivo € composto por vinte e um filamentos de nylon de espessuras
diferentes, fixados em uma barra de acrilico. A ponta do filamento deve ser colocada
em contato com a pele e uma pressao deve ser aplicada até que o filamento dobre.
Quando aplicado ao redor ou sobre a area lesada, determinada for¢ga é administrada
para produzir os estimulos nociceptivos (Love et al., 2011; Sobbeler e Kastner, 2017).

Os FVF medem hiperalgesia cutanea e alodinia, sendo uteis para mimetizar
condicdes clinicas com aumento de sensibilidade cutdnea, como a dor neuropatica,
dor pés-operatoria, inflamacao ou osteoartrite (Gregory et al, 2013; Piel et al., 2014).

O método ja foi utilizado em equinos para testar a sensibilidade de feridas em
incisbes de pele com sutura (Rédua et al., 2002), mensurar a resposta de farmacos
antinociceptivos em modelos incisionais de dor inflamatdria (Guirro et al., 2009),
avaliar o grau de sensibilidade da pele apds a aplicagao de microchip ou marcagéao a
ferro quente (Lindegaard et al., 2009), medir o efeito da aplicagdo intravenosa de
tramadol (Franco et al., 2014) e determinar o efeito de diferentes anestésicos locais

transdérmicos (Sdbbeler e Kastner, 2017).

2.3.4 Avaliagéo ultrassonografica

Nas ultimas décadas, o exame ultrassonografico tornou-se uma ferramenta de
rotina na medicina veterinaria. A implantagdo da ultrassonografia como meio de
diagndstico complementar viabilizou a obtengao de informagdes mais precisas, sendo
possivel observar com mais acuracia caracteristicas como tamanho, forma,
arquitetura interna, ecotextura e contorno dos objetos de estudo (Augusto e Pachaly,
2000).

A superficie da pele é representada sonograficamente por uma linha ecogénica
brilhante. Quando se utiliza um transdutor de 7.5Mhz, as camadas da pele e os tecidos
subcutaneos nao estdo bem delineados, mas sao representados por um espago
hipoecdico que normalmente varia de 7 a 10 mm de espessura (Schmitz, 1998).

Em humanos, o exame ultrassonografico permite a determinagdo exata da
espessura da pele, sem nenhuma restricdo com relagdo ao local do exame e sem
qualquer desvantagem para o paciente. O uso da ultrassonografia modo B permite a
obtencao de dados sobre espessura das camadas da pele, além de informacgdes sobre
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mudangas na estrutura do colageno, processos degenerativos do tecido elastico, entre
outras caracteristicas estruturais da pele, devido aos diferentes graus de
ecogenicidade das imagens ultrassonograficas (Waller e Maibach, 2005).

O exame ultrassonografico ja foi utilizado para avaliar biocompatibilidade,
degradagao e viabilidade de dispositivos a base de polimeros reabsorviveis, tanto
para ligacdo do corddo espermatico (Hoglund et al., 2014), quanto para ligagdo de
pediculos ovarianos em caes (Hoglund et al., 2013). O material apresenta-se
hiperecdico nas imagens ultrassonograficas, além de causar sombra acustica, sendo
facilmente identificado (Hoglund et al., 2011; Hoglund et al., 2013; Hoglund et al.,
2014)

2.3.5 Analises Histopatologicas

A anadlise histopatologica tem como fungdo determinar os efeitos locais no
tecido ou nos fluidos corporais frente a implantacdo do material (Schuh, 2008).
Implantes de biomateriais sdo reconhecidos pelo mecanismo de defesa do organismo
como estranhos, o que leva a cascata de eventos conhecida como reacao de corpo
estranho. O tamanho, forma, propriedades mecéanicas, tipo de material e tempo de
implantagéo influenciam na resposta tecidual (Morais et al., 2010; Kastellorizios et al.,
2015a).

Embora os biopolimeros minimizem a reag¢ao de corpo estranho a longo prazo
quando comparados com outros tipos de implantes, ha efeitos adversos relacionados
ao processo de degradacéo. Tais reagdes podem estar relacionadas a remanescentes
cristalinos ou a diminuicdo do pH do local, que dependem do tipo de material
implantado (Nyska et al., 2014).

Nenhum material implantado em tecidos vivos pode ser classificado como
inerte, pois sempre havera algum tipo de reacgao tecidual no local de implantagao,
devido a seu estreito contato com o tecido por longo periodo de tempo (Ratner et al.,
2012). Além disso, outros fatores devem ser considerados durante a avaliagéo
histopatolégica, como o procedimento de implantagdo, que muitas vezes envolve
trauma tecidual e realizacdo de suturas, e infeccbes secundarias resultantes do

procedimento ou da contaminacdo do material (Nyska et al., 2014).
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O processo inflamatoério originado da implantagdo tem o objetivo de prevenir
danos ao tecido, isolar e destruir o material estranho e iniciar o processo de reparagéo.
Essa reacdo pode ser dividida em duas fases: aguda e crbnica. A fase aguda é
caracterizada pela dilatagao de vasos sanguineos, formacao de uma camada proteica
ao redor do material, além da infiltragdo de leucdcitos, especialmente neutrofilos. A
fase crénica é definida pela proliferagéo de fibroblastos e macréfagos, os quais podem
se fundir formando células gigantes multinucleadas que se acumulam ao redor do
material. Adicionalmente, o colageno é produzido pelos fibroblastos, formando uma
capsula ao redor do implante, a qual, ndo necessariamente, indica estado de nao-
biocompatibilidade (Morais et al., 2010).

Pode ocorrer a formacgéo de granuloma se o implante se mantiver no tecido por
longo periodo de tempo. Esse processo € identificado pelo acumulo de macréfagos
ativados e linfocitos, grande numero de células gigantes multinucleadas, e alteragdes
clinicas como edema e dor (Nyska et al., 2014). Dessa forma, é importante notar que
a resposta aos biomateriais € mais dependente do tempo de implantagcdo do que da
dose do material (Schuh, 2008).

2.3.5.1 Coloragdo Hematoxilina-eosina (HE)

O processamento histologico dos tecidos consiste em: fixagdo, desidratacéo,
diafanizagdo, impregnagao, inclusdo, microtomia, montagem e colorag&o das laminas.
Inumeros corantes podem ser utilizados na avaliagdo de materiais, sendo a
combinagao de HE a mais comumente utilizada (Costa et al., 2016).

Essa combinacédo esta agrupada na classe de corantes que diferenciam os
componentes acidos e basicos das células. Nas células coradas com HE, os acidos
nucléicos presentes no nucleo e outras estruturas acidas sédo corados pela
hematoxilina, que € um corante basico, dando ao nucleo um tom azulado ou violeta.
A eosina é um corante acido, sendo atraida pelos elementos basicos como o
citoplasma da célula e o colageno, corando-os em cor-de-rosa. Portanto, nucleos
basofilicos, bactérias, calcio e outros sdo corados pela hematoxilina e o citoplasma
eosinofilico e outros tecidos sdo corados de vermelho pela eosina (Gartner e Hiatt,
2012, Junqueira e Carneiro, 2017).
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A avaliacdo de implantes de biomateriais ja foi realizada com o uso da
coloragcéo de HE, seja para analisar a formagao de reag¢des de corpo estranho em
porcos (Kastellorizios et al., 2015a), avaliar modificadores de resposta inflamatdria
para prevengao de reagdes de corpo estranho (Kastellorizios et al., 2015b), verificar
toxicidade de arcabougos de PLA e PCL em ratos (Pogorielov et al., 2018), investigar
a biocompatibilidade de polimero a base de poliuretano com carbonato de calcio em

tecido 6sseo de equinos (Nébrega et al., 2017), entre outros.

2.3.5.2 Coloragéo Picrosirius-hematoxilina (PSH)

A coloracdo com Picrosirius € uma técnica muito util devido ao baixo custo, a
simplicidade para realizacido e aos resultados consistentes que sao obtidos. Aliada a
analise morfométrica das imagens obtidas, permite caracterizar de forma qualitativa e
quantitativa as anormalidades na rede de colageno que ocorrem em tecidos
conjuntivos. O uso do Picrosirius associado a luz polarizada é especifico para
coloracdo de colageno, sendo adequado para apresentar a organizagao e
heterogeneidade da orientagéo das fibras de colageno, além de ser capaz de medir a
quantidade de conteudo de colageno nos tecidos (Coleman, 2011; Gowda et al.,
2017).

O microscépio de polarizagao envolve o uso de um filtro polarizador no caminho
optico entre a fonte de luz e o condensador, e um filtro analisador entre a objetiva e a
ocular do microscépio. Os filtros sdo responsaveis por selecionar apenas um plano de
direcao de vibracdo das ondas luminosas, conhecido como plano da luz polarizada. O
dicroismo ocorre quando apenas um filtro polarizador é utilizado, sendo expresso pela
diferenca de absorgéo do objeto em duas dire¢des perpendiculares de deslocamento
do feixe de luz no objeto. Ja a birrefringéncia ocorre quando os dois filtros se cruzam
perpendicularmente (Taboga e Vilamaior, 2013).

Muitos estudos se baseavam na coloracdo com Picrosirius sob luz polarizada
para diferenciar os tipos de colageno de acordo com suas cores sob a luz polarizada,
sendo que a birrefringéncia amarelo-vermelho era conferida ao colageno tipo |,
enquanto que a birrefringéncia esverdeada estava associada ao colageno tipo Ill. Em

contrapartida, outros autores descreveram que as cores obtidas sob luz polarizada
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estavam relacionadas com a espessura das fibras e sua densidade e disposicéo, e
n&o ao tipo especifico de colageno (Coleman, 2011).

Tal caracteristica pode ser comprovada em um estudo que avaliou a derme de
humanos, pois a rotacdo em 90° da platina do microscépio foi capaz de mudar a
coloracéo das fibras de colageno, sendo que as que inicialmente apareciam como
vermelhas ou amarelas, tornaram-se verdes, mostrando que a quantidade de luz
polarizada absorvida depende exclusivamente da orientagéo dos feixes de colageno
(Lattouf et al., 2014). A determinagao de tipos especificos de colageno s6 pode ser
realizada usando técnicas imunohistoquimicas com anticorpos (Coleman, 2011).

Um estudo realizado para avaliar a resposta obtida apds o preenchimento de
falhas articulares em equinos com um polimero biodegradavel utilizou-se da coloragao
com PSH para explorar a orientagédo espacial do colageno nos tuneis preenchidos ou

ndo com o polimero (Albert et al., 2012).

2.3.6 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A microscopia eletrbnica se baseia na interacdo entre elétrons e os
componentes dos tecidos, sendo que a resolugao é cerca de mil vezes maior do que
a de um microscopio optico, podendo ampliar a imagem em até 150.000 vezes.
Diferentemente da microscopia éptica, que a imagem é formada pela luz, na MEV a
imagem é formada pelos elétrons (Jardim et al., 2013).

A MEV fornece imagens tridimensionais de superficies solidas com grande
nitidez de detalhes. O feixe de elétrons é focalizado sobre toda a superficie da
amostra, ndo a atravessando. O material é geralmente revestido em forma de
pulverizagdo por uma substancia condutora como carbono, ouro ou iridio. Os elétrons
varrem essa delgada camada de metal, sendo que alguns s&o refletidos pelos atomos
do metal. Esses sao entao capturados por detectores e transmitidos a amplificadores
e outros componentes eletrénicos que geram um sinal, o qual resulta em uma imagem
topografica em preto e branco (Schweitzer et al., 2008; Junqueira e Carneiro, 2017).

Alguns microscépios de varredura tém a capacidade de avaliar amostras
relativamente grandes, exigindo menos preparagao da amostra e, consequentemente,

havendo menos risco de indugao de artefatos (Schweitzer et al., 2008).
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Essa técnica € muito utilizada para avaliar a morfologia de polimeros e blendas
(Thomas et al., 2006). Em estudos com biomateriais em equinos, a MEV ja foi utilizada
para analisar biomembranas de colageno para utilizagdo em cirurgias abdominais
(Vulcani et al., 2008) e para avaliar implantes a base de 6leo de mamona utilizados

em falhas 6sseas nos membros de cavalos (Selim et al., 2018).

3. CONSIDERAGOES FINAIS

Finalmente é oportuno ressaltar que nosso laboratério possui experiéncia com
a espécie equina, sobretudo em estudos sobre a farmacodinamica de medicamentos
que podem alterar o desempenho atlético (Carregaro et al., 2004; Ferraz et al., 2008).
Neste trabalho avaliou-se a biocompatibilidade, em equinos, de um novo biopolimero
formado pela mistura de PLA/PCL, desenvolvido no Departamento de Engenharia de
Materiais da Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo (USP).

Para avaliagdo da biocompatibilidade e biodegradacado desse material foram
empregadas técnicas convencionalmente utilizadas em outros estudos sobre
biocompatibilidade de polimeros, como termografia infravermelha (Bouet et al., 1990;
Nébrega et al., 2014), analise histopatoldgica pela coloragdo hematoxilina-eosina
(Petit et al., 2015; Lehle et al., 2004, De Jong et al., 2005; Pogorielov et al., 2018) e
picrosirius-hematoxilina (Albert et al., 2012; Bhrany et al., 2013) e microscopia
eletrénica de varredura (Selim et al., 2018; Ishii et al., 2009; Niu et al., 2014).
Entretanto, nds também fizemos uso de outras técnicas, as quais podem ser utilizadas
em estudos futuros, como o limiar nociceptivo e a avaliagao ultrassonografica. Os

principais achados séo descritos no proximo capitulo desta dissertagao.
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CAPITULO 2 - Poli(acido latico) (PLA) e blenda PLA/poli(e-caprolactona) (PCL)
compatibilizada com copolimero derivado da e-caprolactona e
tetrahidrofurano apresentaram biocompatibilidade e

biodegradaciao em equinos'’

1. INTRODUGAO

Nas ultimas décadas o descarte inadequado de polimeros derivados do
petréleo tem gerado inumeros problemas ambientais, devido seu longo tempo de
degradagdo no meio ambiente. Diante do cenario atual, de preocupacdo com a
preservagao ambiental, faz-se necessario o desenvolvimento de materiais que sejam
ambientalmente amigaveis ao término de sua vida util. Assim, o uso de biopolimeros
se torna opgéo vantajosa, pois esses, além de serem produzidos a partir de recursos
renovaveis, sao, em grande parte, biodegradaveis, sendo que sai degradacéo resulta
em substancias organicas simples por meio de interagdes com microrganismos no
meio ambiente [1].

O poli(acido latico) (PLA) € um dos polimeros disponiveis comercialmente,
sendo alternativa sustentavel aos materiais biocompativeis ndo biodegradaveis com
alto custo, como os metais ou ceramicas. No campo da medicina, o PLA é amplamente
utilizado devido a sua alta biocompatibilidade com o corpo humano. Esse pode ser
empregado em implantes temporarios, pois, além de ser biodegradavel e
biocompativel, é bioreabsorvivel. No entanto, o PLA apresenta baixa tenacidade e
ductilidade, além de alta hidrofobicidade e baixa taxa de degradacéao, propriedades
limitantes para o uso em varias areas [2].

Algumas técnicas de produgdo sao utilizadas para superar limitagoes
mecanicas do PLA, como copolimerizagdo, reticulagao, plastificagdo e variacdo na
composicao [3]. Outro método alternativo de producao seria a mistura mecanica do
PLA com polimeros flexiveis a temperatura ambiente, como o poli(butileno adipato co-
tereftalato) (PBAT), poli(butileno succinato) (PBS) ou poli(e-caprolactona) (PCL),
formando o que se conhece hoje por blendas poliméricas. A mistura mecénica de dois

ou mais polimeros € uma das formas mais rapidas e econémicas para alterar a

'Este capitulo corresponde a artigo cientifico escrito nas normas do periédico Biomaterials
no formato de “Original Research”.
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propriedade de um polimero, minimizando custos e esforcos envolvidos no
desenvolvimento de novos materiais [4].

Particularmente, blendas PLA/PCL tém despertado o interesse cientifico e
tecnolégico, pois o PCL, assim como o PLA, €& biodegradavel, biocompativel e
bioreabsorvivel, embora seja um polimero derivado do petroleo. Também, o PCL
promove estabilidade mecanica do PLA, elevando sua flexibilidade e ductilidade,
acompanhadas por reducao da resisténcia a tracao e elasticidade. Entretanto, o alto
desempenho mecanico de blendas PLA/PCL é dificil de ser atingido, devido a
imiscibilidade dos polimeros, prejudicando algumas propriedades mecanicas. Neste
caso, a melhoria das propriedades mecéanicas é conseguida por meio da utilizagdo de
compatibilizantes, os quais sdo responsaveis pelo aumento da interacdo entre os
polimeros [5].

Tanto na Medicina como na Medicina Veterinaria observa-se um interesse
crescente, por parte da industria, no desenvolvimento de materiais alternativos, onde
biopolimeros apresentam-se como opgcao economicamente viavel [1]. Eles possuem
potencial para serem utilizados como implantes terapéuticos, pois podem mimetizar
tecidos, promovendo proliferagado celular, reconstituicdo tecidual e formacao de
capsula conjuntiva. Ademais, podem ser combinados com farmacos para agéo
sistémica ou local. Entretanto, para que esses possam ser utilizados faz-se necessario
que eles sejam biocompativeis e bioreabsorviveis [6,7].

Além disso, a utilizacdo de materiais poliméricos tem importancia para a
producdo de materiais de sutura e como alternativa ao uso de enxertos autdlogos e
heter6logos, os quais tém apresentado limitagdes na medicina equina, devido a
grande massa corpérea destes animais [8,9].

Com relacédo a importancia econdmica, segundo estatisticas da FAO (2017)
[10], o rebanho mundial de equinos é de aproximadamente 66 milhdes de cabecas.
Entre eles, os cavalos atletas possuem grande importancia na industria equestre,
perfazendo um total de 16 milhdes de individuos, que movimentam quantidade
significativa de recursos financeiros [11]. Assim, o0s equinos contribuem
economicamente de diversas maneiras, seja como animal de trabalho na
agropecuaria, seja como forma de entretenimento e recreagdo, sendo responsaveis

pela geragcdo de milhares de empregos. Globalmente, o agronegdécio do cavalo
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representa uma industria multibilionaria. Tal fato mostra a necessidade crescente de
estudos que envolvam o desenvolvimento de novos materiais biomédicos para a
espécie equina.

Existem poucos estudos com o uso de biopolimeros em equinos, sendo que,
em alguns, esses animais sao utilizados apenas como modelos experimentais para
humanos, devido as semelhancas de tipos de lesbes, carga e tamanho das
articulacdes entre as duas espécies [12]. Grande parte dos trabalhos envolveu
utilizacdo de materiais para reparagao de fraturas Osseas [9, 13-15] ou de lesdes
articulares [16-19]. Além disso, alguns estudos focaram na liberagdo de farmacos ou
de cultura de células para o tratamento de diversas enfermidades como fraturas
Osseas, lesdes articulares traumaticas e doencgas articulares degenerativas [14, 17,
19].

Alguns estudos avaliaram a biocompatibilidade de biopolimeros implantados
em animais. Para tal finalidade as pesquisas utilizaram métodos n&o invasivos para
monitoramento do possivel processo inflamatério induzido pela implantagdo de
polimeros, como a termografia [20, 21]. Além disso, métodos invasivos, realizados a
partir de bidpsia cutdnea, como analise histopatologica para avaliagdo da reagao
inflamatoria [19, 22-24] e da camada de colageno [18, 25], e microscopia eletrénica
de varredura [15, 26, 27] também ja foram previamente utilizados.

Na presente pesquisa foi avaliada a biocompatibilidade do PLA puro e da
blenda PLA/PCL desenvolvida por Dias e Chinelatto (2018) [5], que analisaram o
efeito de compatibilizante de copolimero tribloco derivado de e-caprolactona e
tetradhidrofurano em blenda imiscivel de PLA com PCL. Estes autores mostraram que
o copolimero tribloco agiu eficientemente na compatibilizagdo da blenda,
especialmente nas blendas contendo 5% de compatibilizante. E importante ressaltar
que esta blenda nunca foi avaliada in vivo e, até onde nosso conhecimento atinge, o
PLA puro implantado pela via subcutanea nunca foi estudado em equinos. Assim, a
hipdétese do presente estudo é que o PLA puro ou a blenda PLA/PCL séao
biocompativeis, com potencial de uso na Medicina Equina. Desta maneira, objetivou-
se avaliar a seguranca e a biocompatibilidade do PLA e sua blenda polimérica
implantados pela via subcutdnea em equinos. Paralelamente, estudo

ultrassonografico, bem como de biodegradabilidade também foram realizados.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Preparagao dos polimeros

As blendas foram preparadas no Departamento de Engenharia de Materiais da
Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sdo Carlos, SP,
Brasil, segundo Dias e Chinelatto (2018) [5] pelo processo de mistura, no estado
fundido, contendo PLA Ingeo®3251D (NatureWorks, USA), PCL Capa™ 6500
(Perstorp, Suécia) e compatibilizante CAPA 7201A (Perstorp, Suécia). Este ultimo
trata-se de copolimero tipo tribloco ABA, em que A indica blocos da e-caprolactona e
B representa o bloco do tetrahidrofurano. Antes do processamento foi realizada a
secagem do PLA a 80°C por 8 h em estufa com circulagéo de ar, e do PCL a 40°C em
estufa a vacuo por, pelo menos, 16 h. Apods a secagem dos polimeros, foi realizada a
pré-mistura mecanica manual dos granulos de PLA/PCL secos com o agente
compatibilizante.

A formulagdo PLA continha 100% de poli(acido latico); e a blenda PLA/PCL
possuia 71,43% em massa de poli(acido latico), 23,81% em massa de poli(e-
caprolactona) e 4,76% em massa de compatibilizante. O processamento foi realizado
numa extrusora de rosca simples (modelo LAB-16, AX-Plasticos®), com rosca de 40
cm de comprimento e 16 mm de diametro e elemento de mistura distributivo. O perfil
de temperatura adotado foi 180°C, a rotacado da rosca de 60 rpm e torque de 30 N.m.
Os implantes dos polimeros foram confeccionados via prensagem a quente a 180°C
com dimensdes de 1 cm quadrado (cm?) e 1 mm de espessura e esterilizados por

oxido de etileno (Acecil®- Central de esterilizagdo Comércio e Industria Ltda).

2.2 Animais

Utilizaram-se 6 equinos adultos, sem raga definida, 3 machos castrados e 3
fémeas, com peso médio de 405 kg + 37 e idade entre 10 e 18 anos, provenientes do
rebanho didatico do Laboratério de Farmacologia e Fisiologia do Exercicio Equino
(LAFEQ), do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da FCAV/UNESP —

Campus de Jaboticabal.
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Os equinos foram mantidos em piquete e alimentados com silagem e sal
mineral (Essence F6s®, Presence, Brasil) a vontade, além de 0,2% do peso corporeo
em ragao farelada uma vez ao dia. A agua foi fornecida ad libitum. Os animais foram
submetidos a exame fisico completo, além de exames hematoldgicos e bioquimicos
para determinacao de higidez anteriormente a realizagao do experimento. Além disso,
os cavalos foram previamente tratados com anti-helminticos (Eqvalan® Gold,
Boehringer Ingelhein, Brasil) os quais foram repetidos a cada 4 meses; e vacinados
contra raiva (Rabmune®, Ceva Saude Animal Ltda, Brasil), toxdide tetéanico,
encefalomielite equina leste e oeste e influenza equina tipos A1 e A2 (Tri-equi®, Ceva
Salde Animal Ltda, Brasil). O estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de
Animais, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias UNESP- Cémpus de
Jaboticabal (protocolo n°® 006548/17)

2.3 Grupos experimentais

Uma visao geral dos sitios de implantagcdo pode ser observada na Figura 1.
Como local dos implantes utilizou-se a face lateral cervical (tabua do pescocgo),
esquerda e direita, dos 6 equinos. Desta maneira utilizaram-se 12 faces laterais do
pesco¢o para implantagdo, sendo que o experimento foi composto por 4 grupos
experimentais. O primeiro grupo (PLA; n=6) recebeu implante de PLA puro na face
lateral cervical direita do pescogo. O segundo grupo (PLA/PCL; n=6) foi submetido a
implantagdo da blenda PLA/PCL na face lateral cervical esquerda. O terceiro grupo,
denominado grupo implante negativo (IN; n=12), foi submetido somente a inciséo
cirurgica, de forma semelhante aos grupos implantados com biopolimeros (PLA ou
PLA/PCL). Tal procedimento foi realizado bilateralmente. Finalmente, o grupo controle
(C; n=12) ndo foi submetido a nenhum procedimento invasivo, sendo realizada

somente tricotomia para avaliagao da pele integra.
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Figura 1. llustracdo esquematica dos sitios de avaliagdo de um dos
animais utilizados no experimento. C = grupo controle; IN = implante
negativo; PLA = poli(acido latico) puro; PCL = poli(e-caprolactona)
PLA/PCL = blenda PLA/PCL compatibilizada com copolimero
derivado da e-caprolactona e tetrahidrofurano.

Os procedimentos para implantagdo dos biomateriais (PLA ou PLA/PCL), bem
como a obtengao dos grupos IN ou C foram realizados aleatoriamente, sendo que no
primeiro procedimento foram utilizados 2 equinos para o grupo PLA, 2 equinos para o
grupo PLA/PCL e 2 equinos para o grupo IN. O grupo C foi realizado
concomitantemente aos grupos anteriores, sempre na face cervical contralateral.
Exemplificando, quando um filme de PLA, PLA/PCL fosse implantado ou IN fosse
realizado, uma area para o grupo C foi, imediatamente apos, determinada na face
contralateral. Tais procedimentos foram repetidos a cada 14 d até realizagdo das 4
implantagdes em cada animal (PLA, PLA/PCL e IN em cada face cervical). Tal
intervalo foi estipulado para que nao houvesse possivel sobreposicdo de respostas
sistémicas inflamatérias oriundas de implantagcdes anteriores, sendo que foi utilizado
como guia o biomarcador fibrinogénio plasmatico (FP), proteina de fase aguda
indicadora de inflamacdo (Figura 2). Durante processo inflamatério agudo, a

concentracao desta proteina pode aumentar entre 24 a 72 h, permanecendo elevada
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se 0 agente agressor persistir no organismo [28]. Deste modo, os procedimentos
foram realizados se as concentragcbes de fibrinogénio se encontrassem na faixa

normal de referéncia para espécie equina.

IN DIREITO PLA IN ESQUERDO PLA/PCL
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Figura 2. Fluxograma dos procedimentos cirurgicos de um dos animais utilizados
durante o experimento. As implanta¢gdes foram realizadas com intervalos de 14
dias para que ndo houvesse sobreposicao da reposta inflamatéria sistémica,
sendo o fibrinogénio plasmatico utilizado como biomarcador inflamatorio em
equinos [28]. IN = implante negativo; PLA = poli(acido latico) puro; PCL = poli(e-
caprolactona) PLA/PCL = blenda PLA/PCL compatibilizada com copolimero
derivado da e-caprolactona e tetrahidrofurano.

2.4 Procedimento para implantagao dos biopolimeros

Uma area de aproximadamente 8 cm? da face lateral cervical (direita ou
esquerda) foi previamente submetida a tricotomia. Importante informar que tal area foi
estabelecida para ajustar o tamanho do transdutor durante o exame ultrassonografico,
de forma que as areas dos trés locais de avaliagdo ndo se sobrepusessem.
Subsequentemente, os animais foram sedados por meio da administragao intravenosa
de cloridrato de detomidina (0,01 mg.kg™") (Dormiun V®, Unido Quimica Farmacéutica
Nacional S/A, Brasil). Realizou-se antissepsia do local com digliconato de clorexidina
2% e alcool 70%. Ato continuo realizou-se bloqueio anestésico infiltrativo ao redor do
local de incisdo com 2,0 mL de cloridrato de lidocaina a 2% (Hipolabor farmacéutica,
Brasil) (Figura 3A). Foi realizada uma incisao horizontal de 2 cm com |amina de bisturi
n°15 na area determinada na face lateral cervical (Figura 3B). Por divulsdo romba

obteve-se espaco entre pele e musculo cutaneo (Figura 3C), onde o biopolimero foi
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implantado (Figura 3D). Importante destacar que a divulsao foi realizada distalmente
a incisdo para que o fio de sutura nao interferisse na realizagdo do exame
ultrassonografico. Em seguida foi realizada dermorrafia em padrao simples separado
com fio nylon 0 (BC Suture, Bioline Fios Cirurgicos Ltda., Brasil) (Figura 3E e 3F). Ao
término do procedimento de implantagao (duragao média de 8,3 min), a sedagao foi
revertida com ioimbina (0,12 mg.kg™") (Nutrivet Farmacia Veterinaria, Brasil). O pos-
operatorio consistiu na realizagéo de limpeza do local com o uso de gaze e solugéo
fisiologica 0,9%, além da utilizagdo de pomada de unguento (Unguento Vansil, Vansil
Saude Animal, Brasil) ao redor da ferida cirdrgica uma vez ao dia durante 14 dias. Nao
foi fornecido qualquer tipo de medicamento analgésico e/ou anti-inflamatério durante
todo o periodo experimental. A retirada dos pontos foi realizada no 7° dia apés a

realizacdo do procedimento cirurgico. Todos os procedimentos cirurgicos foram

realizados pelo mesmo cirurgido.

Figura 3. Procedimento cirurgico realizado para implantagdo de PLA puro e blenda
PLA/PCL compatibilizada com copolimero derivado da e-caprolactona e
tetrahidrofurano no tecido subcutédneo de equinos. (A) Bloqueio anestésico infiltrativo
ao redor do local de incisdo com 2,0 mL de cloridrato de lidocaina a 2% (B) Incisao
horizontal de 2 cm com lamina de bisturi n°15 na area determinada na face lateral
cervical (C) Obtengédo de espago entre pele e musculo cutaneo por divulséo (D)
Implantagao do polimero (EF) Dermorrafia em padrao simples separado com fio nylon
0.
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2.5 Métodos de avaliagao

2.5.1 Avaliagéo clinica

Foi realizada avaliagdo da ferida cirurgica quanto a integridade da sutura e
presenca de secrecdo. Por meio do exame fisico foram quantificados frequéncia
cardiaca (FC), frequéncia respiratéria (FR), temperatura corporal (TC), por meio de
medicao retal, motilidade intestinal (Ml), grau de hidratagcdo (GH), coloragdo de
mucosas aparentes (CMA) e tempo de preenchimento capilar (TPC). As variaveis
foram obtidas sempre no mesmo horario, no inicio da manha (exceto no momento 6 e

12 h apés implantagao), e pelo mesmo avaliador.

2.5.2 Fibrinogénio plasmatico (FP)

Para determinacao da concentracao de FP utilizou-se a técnica cronométrica
descrita por Clauss (1957) [29]. As amostras de sangue (3,6 mL) foram colhidas em
tubos contendo citrato de sédio a 3,2%. O plasma foi separado e congelado a -80 °C.
Apds descongelamento, diluiram-se 200 yL das amostras numa solugao tampao
contendo barbital sddico, na razdo de 1:10. Posteriormente, essa solugao foi acrescida
de 100 pL de trombina, responsavel pela polimerizagao do fibrinogénio. O tempo de
formacgao do coagulo foi determinado a 37°C, por meio de coagulémetro (COAG 1000;
Wama Diagndstica), que automaticamente converteu o tempo obtido em concentragéo

de fibrinogénio (mg/dL).

2.5.3 Temperatura termografica (TT)

Os animais foram conduzidos para ambiente fechado, arejado, livre de
correntes de ar e de exposi¢ao direta ao sol. O local de implantagao foi limpo com
gaze seca, 30 min antes da realizagdo das imagens, sendo que a area néo foi tocada
apos a limpeza. Tais procedimentos foram realizados para permitir a aclimatagao do
animal a temperatura do ambiente. A temperatura e umidade do local foram

controladas para padronizacdo das medicbes térmicas. Os animais n&o foram
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sedados durante a realizacdo das avaliacbes. Importante ressaltar que antes das
avaliagdes a area cutanea de implantagao foi submetida a tricotomia, pelo menos, 24
h antes da realizagdo dos exames. Camera termografica infravermelha (modelo i50,
Flir® Systems, Wilsonville, Oregon, Estados Unidos) foi utilizada, com valor de
sensibilidade menor que 0,1°C e emissividade de 0,98, variacdo de temperatura de -
20 a 350°C e resolugdo de 140 x 140 pixels. Para a realizagdao das imagens
termograficas, esta foi posicionada a uma distancia de 0,5 m, perpendicularmente, ao
local da implantagdo. Todas as imagens foram realizadas pelo mesmo avaliador. O
software FLIR Tools (FLIR Systems Inc, Wilsonville, OR, EUA) foi utilizado para
analise das imagens. Uma area de 10 cm? foi desenhada na imagem termogréfica
(implantes e grupo controle) (Figura 4), sendo que a avaliagdo das imagens
termograficas foi realizada de maneira cega. A TT média da area delimitada foi
calculada pelo software. A TT média das areas delimitadas foi calculada para cada

momento.

Figura 4. Termograma infravermelho do local
da implantagc&o na regido cervical lateral de
equino implantado com blenda PLA/PCL
compatibilizada com copolimero derivado da
g-caprolactona e tetrahidrofurano no tecido
subcutaneo de equinos. Observar escala de
temperatura a direita. O quadrado delimita a
regiao de implantagao do biopolimero.
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2.5.4 Limiar nociceptivo mecanico (LNM)

Para avaliacdo do limiar nociceptivo mecanico da pele foram utilizados os
Filamentos de Von Frey (FVF) (Stoelting Company, Chicago, lllinois, Estados Unidos).
Utilizaram-se 6 filamentos de tamanhos de 5.07 a 6.65, os quais representam forca
aplicada de 11,8 a 446,7 g, respectivamente. Os filamentos foram aplicados
perpendicularmente a pele do animal até que o fio de nylon comegasse a dobrar.
Realizaram-se quatro aplicagdes a uma distancia aproximada de 1 cm ao redor do
sitio de implantagao e do local de avaliagdo do grupo C, com intervalos de 3 segundos.
Inicialmente utilizou-se o filamento de menor espessura, sendo que, quando nao foi
possivel observar resposta aversiva, utilizou-se o filamento seguinte, e, assim por
diante, até que os animais demonstrassem resposta aversiva ou o maior filamento
fosse utilizado. A resposta aversiva foi definida como movimentagéo da cauda, das
orelhas ou da cabeca, escoicear ou pisar para o lado. Simples reflexos de movimento
no primeiro toque do filamento na pele ndo foram aceitos como resposta de aversao,
sendo que, nesses casos, o teste foi repetido apdés 10 s. O mesmo operador realizou
todas as medicdes, sendo que as mesmas foram feitas com os equinos em posi¢cao
quadrupedal, numa area sem restricbes de movimento. Os valores obtidos foram

convertidos em forga (g) segundo tabela fornecida pelo fabricante.

2.56.5 Avaliacéo ultrassonogréfica

O exame ultrassonografico foi realizado em todos os grupos para avaliagéo das
alteracgdes locais no tecido. Além disso, nos grupos PLA e PLA/PCL, o material
implantado foi analisado. A avaliacdo foi feita utilizando-se aparelho de
ultrassonografia portatii (MyLab™30GoldVET®, Esaote, Génova, Italia), com
transdutor linear multifrequencial, com frequéncia ajustada para 12MHz. Para melhor
cooptacédo do transdutor a pele, foi feita tricotomia, higienizacéo e aplicagdo de gel
condutor na regido a ser avaliada. Os animais foram mantidos em posigéo
quadrupedal, com pescogo em extensdo. Todos os exames foram realizados pelo
mesmo avaliador. Nos grupos implantados, houve a preocupacao de centralizar o

polimero durante o registro das imagens, sempre em planos ortogonais. Para o grupo
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IN, o transdutor foi posicionado abaixo da incisdo. Ao término do experimento, as
imagens obtidas foram analisadas para a presenga de edema e ecogenicidade dos
polimeros. Todas as avaliacbes foram realizadas por um mesmo examinador,
desconhecedor dos tratamentos (avaliagdo cega). Para a presenga de edema no local
de implantagdo foram utilizados 4 escores, sendo eles: (0) — auséncia, (1) — edema
discreto, (2) — edema moderado, (3) — edema intenso. A ecogenicidade foi avaliada
em relagao ao aspecto ultrassonografico basal do polimero. Para tal, foram atribuidos
cinco escores: (1) — 0 a 19%, (2) — 20 a 39%, (3) —40 a 59%, (4) - 60 a 79% e (5) —
80 a 100%.

2.5.6 Colheita do material e analises histopatologicas

Apods 24 semanas (6 meses), os implantes foram retirados, juntamente com
fragmentos de tecido circundante, para avaliagao histopatolégica. Para os grupos IN
e C foi retirado um fragmento de pele de tamanho correspondente ao retirado dos
grupos implantados. Assim como no procedimento de implantagdo, os animais foram
devidamente sedados, sendo realizada anestesia local infiltrativa previamente a
remogao cirurgica do fragmento. Apds retirado, o material biolégico foi fixado em
solugao de glutaraldeido a 3,5% por 24 a 48 h. O material foi entdo submetido a trés
lavagens com solugéo de glicose 5% + 0,1M de cacodilato por 5 min, cortado em dois
fragmentos, um para analise histopatoldogica e um para realizagdo de microscopia
eletronica de varredura (MEV), os quais foram armazenados em alcool 70% até
posterior utilizagdo. Para preparagéo das laminas um dos fragmentos foi desidratado
em série crescente de etanol, purificado em xilol e embebido em parafina (Histosec,
Merck). Se¢bes de 5 um de espessura foram cortadas com micrétomo Leica RM 2245

e montada em laminas de vidro para posterior coloragao.

2.5.6.1 Coloragdo Hematoxilina-eosina (HE)

As laminas foram coradas com hematoxilina e eosina, visualizadas em
microscopio Optico de luz Olympus BX50 (Olympus Corporation, Center Valley, PA,

USA), sendo as imagens capturadas por meio do software Olympus cellSens Standard
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1.18 (Olympus Corporation, Center Valley, PA, USA). As reacbes do tecido ao
implante foram classificadas semi-quantitativamente, por escores, de acordo com os
critérios propostos por De Jong e colaboradores (2005) [23], e adaptado para os
seguintes parametros: caracterizagdo de capsula, infiltrado/inflamacéao, crescimento
celular dentro do implante e fagocitose. Adicionalmente foi incluida a avaliacdo da
vascularizagao da capsula formada ao redor do polimero considerando-se os escores
discreto (+), moderado (++) e acentuado (+++). Essa etapa do experimento foi
realizada junto ao Laboratério de Histopatologia do Departamento de Patologia
Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Jaboticabal, SP, Brasil.

2.5.6.2 Coloragao Picrosirius-hematoxilina (PSH)

Os cortes de pele foram corados pela PSH e observados em microscopio optico
Olympus BX 60, sob luz branca policromatica e sob luz polarizada, sendo acoplado a
esse aparelho um sistema analisador de imagens pelo software Image-Pro-Plus
(Media Cybernetics, USA). A utilizagdo de filtros para a polarizagédo da luz faz-se
necessaria para a identificagdo do colageno dérmico, que, sob o efeito da luz
polarizada, exibe fendmenos anisotropicos de birrefringéncia e dicroismo linear.
Fotomicrografias da mesma area foram obtidas no programa de andlise de imagens,
nas mesmas condigdes (tempo de exposicao), antes e depois da rotacdo de 90° da
platina do microscépio, para alinhar os filtros polarizador e analisador. Essas foram
comparadas de forma pareada para averiguar os possiveis efeitos do dicroismo linear
do colageno. Foram avaliados também a birrefringéncia (brilho caracteristico, com
cores interferenciais que variam do dourado ao laranja avermelhado) e o grau de
agregacao e compacidade das fibras de colageno, que, quanto mais compacta e
agregada, mais avermelhada é a cor interferencial exibida pela luz polarizada. Essa
etapa do experimento foi realizada junto ao Centro Multiusuario de Microscopia e
Microanalises do Departamento de Biologia do Instituto de Biociéncias, Letras e
Ciéncias Exatas, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Sdo José
do Rio Preto, SP, Brasil.
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2.5.7 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A caracterizagdo morfolégica dos materiais foi realizada por MEV. Amostras do
material original foram criofraturadas manualmente apds imersdao em nitrogénio
liquido por 6 segundos. O material original e o polimero retirado de um dos fragmentos
obtidos na preparagao para analises histopatologicas foram secos em estufa a 35 °C
por 12 h, montados em suportes e pulverizadas com ouro em vacuo (Desk I, Denton
Vacuum, Moorestown). Foram feitas analises das superficies do material e das
superficies de fratura, as quais foram realizadas em microscépio eletrénico de
varredura (MEV) Zeiss LSM 880 (Zeiss, Oberkochen, GER), operado a 15 kV. Essa
etapa do experimento foi realizada junto ao Laboratério de Microscopia Eletronica da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho”, Jaboticabal, SP, Brasil.

2.6 Momentos de avaliagao

Foram realizados exames fisico, avaliacdo termografica, nociceptiva e
ultrassonografica nos seguintes tempos: antes, 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 h
e2,3,4,56,7,8, 16 e 24 semanas apds a implantacao. Especificamente para o FP,
os momentos de avaliacdo foram: antes e 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 he 2
semanas. Apos esse periodo, foi realizada remogao do implante juntamente com
fragmentos de tecido circundante para avaliagédo histopatoldgica e ultra-estrutural do

material e do tecido receptor.

2.7 Delineamento e analise estatistica

O esquema experimental utilizado foi o delineamento em blocos casualizados,
em esquema de parcelas subdivididas, na qual cada grupo constituiu uma parcela (4
grupos: C, IN, PLA e PLA/PCL) e cada momentos de avaliagdo uma subparcela.
Empregou-se modelo Yijk=ﬂ+yk+ai+5ik+ﬂj+(aﬁ)ij+eijk’ em que Y;;; € a observagao ijk; u
€ a média geral; y;, € o efeito da face lateral cervical (direita ou esquerda); «; € o efeito

do grupo na parcela principal; §;;, € o efeito conjunto do grupo na parcela principal da
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face lateral cervical (~N(0, %)), p; € o efeito do momento na subparcela; (af);; € o
efeito conjunto do grupo e do momento e €, € o efeito do erro aleatério (~N (0, g?)).

Os dados foram submetidos a analise de variancia para medidas repetidas no
tempo e as meédias foram comparadas pelo teste de Tukey. Para comparagédo das
variaveis histopatologicas dos grupos submetidos a implantagdo de biopolimeros foi
utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Todas as analises estatisticas

foram realizadas no programa SAS 9.3 com valor de p<0,05.

3. RESULTADOS

A determinacgao da higidez dos animais foi avaliada no inicio do experimento por
meio de teste hematoldgicos e bioquimicos, além de exame fisico de rotina, onde
nenhuma alteragdo foi observada (Apéndices A, B e C). Os resultados obtidos
intragrupos estdo apresentados nas Tabelas 1, 2, 3 e 4, sendo que os resultados
intergrupos foram detalhados graficamente.

3.1 Avaliagao clinica

A avaliacao clinica foi realizada durante o experimento para averiguar a higidez
dos equinos e/ou eventual presenca de alteragcdes sistémicas induzidas pela
implantacdo dos biomateriais. De maneira geral, ndo se observou desconforto
associado a implantacdo dos materiais, ndo sendo constatadas alteracoes
comportamentais e/ou no apetite dos animais. Entretanto, um dos animais apresentou
reacao supurativa no local de implantacdo da blenda PLA/PCL 5 dias apds o
procedimento. O local foi limpo e os curativos foram realizados normalmente. Os
pontos foram retirados normalmente apds 7 dias do procedimento. Ademais, durante
o procedimento de retirada dos implantes foi observado sangramento local em todos
0s animais dos grupos PLA e PLA/PCL.

Para os valores de FC, FR e TR, tanto na comparacéo intra e intergrupo, foram
observadas diferengas estatisticas em alguns momentos, entretanto sem importancia

clinica, pois os valores encontram-se dentro dos valores de referéncia para equinos
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adultos (28-44 bpm; 8-15 mpm; 37,2- 38,3 °C; [30]). (Tabela 1 e Figura 5). Nao houve

alteracao das variaveis MIl, GH, CMA e TPC.
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Tabela 1. Avaliagao intragrupos de frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratéria (FR) e temperatura corporal (TC) de equinos submetidos a
implantagdo de polimero puro (PLA) ou blenda polimérica (PLA/PCL) compatibilizada com copolimero derivado da e-caprolactona e
tetrahidrofurano. IN, implante negativo: somente incisdo cutanea; C, controle. Resultados expressos em média dos valores + EPM.

Variavel Grupos Implantacéo Momentos de avaliagao
dos polimeros horas semanas
0 6 12 24 48 72 96 120 144 168 2 4 6 8 16 24
\ 4
Cc 3510,8 361  36,3+0,7 34,2+0,9 36,5+1 36,8+0,7 35,2+0,8 36,5+0,9 35+1,1 36,4+0,8 34,3+0,6 35,6+1,2 37,7+1,7 35,8+0,7 35,2+0,8 32,2+1,7
ABC ABC ABC ABC ABC ABC ABC ABC ABC ABC ABC ABC AB ABC ABC (e}
IN 35,31 35,71 36,31 34,7+1,1 361 37+0,9 35+0,5 36,7+1 34,31 35,2+0,7 35,7+1,2 35,3+1,9 36,3+1,1 35,7+0,9 37+1,6 32,718
FC A A A A A A A A A A A A A A A A
(bpm) PLA 37,8+1,6 39,3+1,2 39,3+2,2 34,7422 35,3+1,9 3615 34,7+1,9 36121 36+2,7 36%1,5 37,3+1,7 37,3+1,3 35,3+1,2 35,3%1,2 37,3+2 34,7+1,7
A A A A A A A A A A A A A A A A
PLA/PCL 36,7+1,1 38,7+1,7 36%1,5 36,7+1,2 35+2,0 33,3%1,9 32,7+1,9 37,3t0,8 3611 35,6+2,1 32,741,2 37,3x2 38,7+2,7 37,3%1,3 34,7t2 32+1,8
A A A A A A A A A A A A A A A A
(o] 8,1+0,2 10,8+1,1 9,7+0,8 8,2+0,4 8,6+0,6 8,2+0,6 9,3+t0,6 8,5+0,4 80,6 8,2+0,4 7,8+0,4 7,8+0,4 7,5+0,8 8,1+0,5 8,3x1,4 5,940,5
ABCD A AB ABCD ABCD ABCD ABC ABCD ABCD ABCD ABCD ABCD ABCD ABCD ABCD CD
IN 8,5+0,4 10,3x0,8 9,3+0,8 840,5 9+0,7 80,7 9+0,5 8,8#0,5 8,2#0,8 7,7+0,5 8+0,5 7,7¢0,3 7,7¢0,8 7,840,5 7,3%1,3 5,3%0,6
FR ABC A AB ABC ABC ABC ABC ABC ABC ABC ABC ABC ABC ABC ABC C
(mpm) PLA 10,2+1,2 12+2,5 10+#0,9 8,7+0,7 8%1,5 8+1 8,7+1,2 8+0 8,7+0,7 9,3+0,8 9,3+0,8 8,7+1,2 8,7+1,2 8+0 6,3+1,5 5,7+0,8
AB A AB AB AB AB AB AB AB AB AB AB AB AB AB B
PLA/PCL 9,840,9 11,3+1,9 1040,9 8+0 7,7¢0,8 9,3+0,8 9,3+0,8 10+1,4 9,3+1,7 9,7+0,8 8,7+0,7 8+1 8+1 9,3+0,8  8+2,1 50,7
AB A AB AB AB AB AB AB AB AB AB AB AB AB AB B
(o] 37,3+0,1 37,6+0,1 37,8+0,1 37,2+0,1 37,4+0,1 37,4+0,1 37,4+0,1 37,4+0,1 37,240,1 37,210,1 37,3+0,1 37,3+0,1 37,5+0,1 37,3+0,1 37,4%+0,1 37,310,1
BC AB A BC BC BC BC BC (03 C BC BC ABC BC ABC BC
IN 37,3+0,1 37,6+0,1 37,8+0,1 37,2+0,1 37,3+0,1 37,3+0,1 37,3+0,1 37,4+0,1 37,2+0,1 37,2+0,1 37,3+0,1 37,4+0,1 37,5+0,1 37,3+0,1 37,4%+0,1 37,2+0,1
TC B AB A B B B B B B B B B AB B B B
(°C) PLA 37,5+0,1 37,6+0,1 37,8+0,1 37,4+0,1 37,2+0,1 37,4+0,1 37,5+0,1 37,4+0,1 37,3+0,1 37,3%0,1 37,3+0,1 37,5+0,1 37,3+0,1 37,2+0,1 37,6+0,2 37,310,1
AB AB A AB B AB AB AB B B B AB AB B AB B
PLA/PCL 37,5+0,1 37,7+0,1 37,9+0,1 37,4+0,1 37,3+0,1 37,4+0,1 37,4+0,1 37,4+0,1 37,3+0,1 37,2+0,1 37,2+0,5 37,4+0,1 37,6+0,1 37,5+0,1 37,3+0,1 37,310,1
AB AB A AB B B AB B B B B AB AB AB B B

Médias seguidas da mesma letra em cada linha nao diferem entre si a 5% de probabilidade no Teste Tukey.
EPM = Erro padrdo da média

194
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3.2 Fibrinogénio plasmatico

A concentragdo do FP foi determinada para verificar se houve processo
inflamatdrio sistémico frente a implantagdo dos biopolimeros. Os valores de FP
permaneceram dentro da faixa dos valores de referéncia para a espécie equina (100-
400 mg/dL; [31]) durante todo o periodo de avaliagdo para todos os grupos (Figura 6
e Tabela 2). Como ndo se observou aumento do FP nos grupos implantados com

biopolimeros e no grupo IN, ndo houve necessidade da realizagdo da dosagem para

o grupo C.
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Figura 6. Representagao grafica das médias * erro padrdo da concentragao de
fibrinogénio plasmatico (mg/dL) de equinos submetidos a implantagdo de
polimero (PLA) ou blenda polimérica (PLA/PCL) compatibilizada com copolimero
derivado da e-caprolactona e tetrahidrofurano ou a realizagao de incisao cirurgica
(IN).

3.3 Temperatura termografica cutanea

A avaliacao termografica foi utilizada com o objetivo de detectar alteragdes no
padréao de temperatura cutdnea em funcdo do calor emitido, devido a resposta
inflamatoria induzida pela implantagdo. Entre os momentos 12 a 168 h foi possivel
observar elevagdao da TT cutdnea nos grupos PLA, PLA/PCL e IN, quando
comparados ao grupo C. Os grupos PLA e PLA/PCL apresentaram maiores valores
de TT cutanea em relagdo ao grupo IN entre os momentos 24 a 72 h. A partir da

segunda semana de implantagdo n&o houve diferenca na TT entre os grupos
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experimentais (Figura 7A). Além disso, na avaliag&o intragrupos, é possivel observar
uma diminui¢do da TT no momento 24 semanas em relagdo ao valor basal para os
grupos C e PLA (Tabela 2).

3.4 Limiar nociceptivo mecanico

Os FVF foram utilizados para detectar respostas nociceptivas, por meio do
limiar nociceptivo mecanico, no local de implantagao. No presente estudo foi possivel
observar redugcdo do LNM nos grupos PLA, PLA/PCL e IN, quando comparado ao
grupo C, entre os momentos 6 e 120 h. Ainda, no momento 48 h foi possivel verificar
aumento do LNM no grupo IN em relagdo aos grupos implantados com biopolimeros
(Tabela 2 e Figura 7B). A partir do momento 144 h houve reversdo do LNM nos
grupos implantados (PLA e PLA/PCL).

3.5 Avaliagao ultrassonografica

A ultrassonografia foi utilizada para avaliar as alteragdes teciduais locais a
presenca do material, além da ecogenicidade dos polimeros ao longo do tempo.
Observou-se que, inicialmente, o material se apresentava hiperecogénico, com
formagdo de sombra acustica. Houve perda gradual da ecogenicidade ao longo do
tempo. Além disso, observou-se a presencga de fluido anecdico adjacente ao material,
caracterizando presenca de seroma e edema local. Posteriormente, notou-se a
formacdo de uma camada hiperecdica circundando os polimeros, evidenciando a
formacgao de capsula fibrosa. Foi possivel observar presenca de edema (ED) entre os
momentos 6 e 168 h para os grupos PLA, PLA/PCL e IN, quando comparados ao
grupo C. Os grupos PLA e PLA/PCL apresentaram maior grau de edema em relagéo
ao grupo IN entre os momentos 48 e 96 h. Ainda, o grupo PLA/PCL apresentou maior
grau de ED em relagédo ao grupo PLA de 144 h a 4 semanas apos o procedimento. A
partir da 5 semana de implantagdo ndo houve diferenga no grau de edema entre os
grupos experimentais (Tabela 3 e Figura 8).

A diminuigdo do edema local foi concomitante ao inicio da perda de
ecogenicidade (EG) dos polimeros, a qual foi observada a partir da quinta semana de
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implantagéo para o grupo PLA, e a partir da 6 semana para o grupo PLA/PCL. Nao
foram observadas diferengas significativas para esta variavel entre os grupos em

nenhum momento da avaliagao (Tabela 4 e Figura 9).
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Figura 7. Representacao grafica das médias + erro padrao da temperatura
termografica (TT) (A) e do limiar nociceptivo mecanico (LNM) (B) de equinos
submetidos a implantagdo de polimero puro (PLA) ou blenda polimérica
(PLA/PCL) compatibilizada com copolimero derivado da e-caprolactona e
tetrahidrofurano. IN, implante negativo: somente inciséo cutanea; C, controle.
Médias seguidas de letras diferentes em cada momento diferem entre os
grupos por meio do Teste de Tukey (p<0,05).



Tabela 2. Avaliagao intragrupos de fibrinogénio plasmatico (FP), temperatura termografica (TT) e limiar nociceptivo mecanico (LNM) de equinos
submetidos a implantagdo de polimero puro (PLA) ou blenda polimérica (PLA/PCL) compatibilizada com copolimero derivado da e-
caprolactona e tetrahidrofurano. IN, implante negativo: somente incisdo cutanea; C, controle. Resultados expressos em média dos

valores + EPM.

Variavel G Implantag&o Momentos de avaliagao
ariave rupos dos polimeros horas semanas
0 6 12 24 48 72 96 120 144 168 2 4 6 8 16 24
v
IN 207455 195+6,3 212+5,1 202+5,1 200+7,1 202+5,7 203+5,8 203+7,2 201+6,7 204+4,9 20015,2
A A A A A A A A A A A - - - - -
212413, 221415, 223413, 22110, 219412, 211+12, 199+21, 198+10,
ep PLA . ; > [0 2tssse 21 ; 50" 207388 % 208198 ] ] ] ]
(mg/dL) A A A A A A A A
PLA/PCL 196+12, 195410, 19314, 202111, 214+10, 214483 2144509 215414, 213+43 218483 299412
7 3 9 7 1 A A 1 A A A - - - - -
A A A A A A
C 32,7+0,2 33,2+0,3 33,6+0,3 32,5+0,2 32,9+0,3 32,6+0,2 33,1+0,1 32,6+0,2 32,8+0,3 32,5+0,2 32,8+0,2 32,7+0,2 32,7+0,2 32,7+0,2 32,8+0,3 31,1+0,3
ABC AB A ABC ABC ABC AB ABC ABC ABC ABC ABC ABC ABC ABC D
IN 32,9+0,3 34,1+0,2 35,1+0,2 34,4+0,2 34,3+0,3 34,2+0,2 34,5+0,3 34,4+0,2 33,9+0,3 33,8+0,2 33,5+0,2 33,2+0,2 32,9+0,3 33,2+0,2 33,2+0,3 31,9+0,3
TIV DEFGH ABCDEF A ABC ABCD ABCDE AB AB ABCDEFG ABCDEFG BCDEFG BCDEFGH CDEFGH BCDEFGH BCDEFGH H
(°C) PLA 33,8+0,2 34,2+0,3 35,5+0,4 35,3+0,2 35,7+0,3 35,5+0,2 35+0,3 34,7+0,2 34,6+0,4 34,3+0,3 33,8+0,2 33,6+0,6 33,4+0,3 33,1+0,1 33,1+0,2 31,8+0,4
BCDEF ABCDEF AB ABC A AB ABCD ABCDE ABCDEF ABCDEF BCDEF CDEF DEFG EFG EFG G
PLA/PCL 33,1+0,5 34,1+0,3 35,1+0,2 35,3+0,2 35,8+0,2 35,4+0,2 35,4+0,2 34,7+0,4 34,7+0,3 35,1+0,2 33,4+0,6 33,8+0,5 33,1+0,2 32,9+0,7 32,3+0,4 31,1+1,2
BCDEFGH ABCDEFG ABCD ABC A AB AB ABCDE ABCDEF ABCD ABCDEFGH ABCDEFG BCDEFGH CDEFGH EFGH H
C 433+14 419419 433114 4204127 4204127 420427 406+29 40629 406129 419419 433+14 447+0 433+14 447+0 433+14 433+14
A A A A A A A A A A A A A A A A
IN 447+0 121£36 168+53 223+54 294+47 241+49 228+45 325440 312+39 334+39 406+29 419+19 419+19 419+27 433+14 419+19
FVF A D CD BCD ABC BCD BCD AB ABC AB A A A A A A
(9) PLA 44740 128+67 130165 205+49 117439 124453 257+74 338+54 392435 340468 447+0 447+0 447+0 419127 447+0 447+0
A B B BC B B ABC AB AB AB A A A AB A A
PLA/PCL 44710 157+71 103+39 53+16 108+55 122467 200179 189482 296+74 33173 447+0 393453 3851462 419427 419127 447+0
A CDE DE E DE DE BCDE BCDE ABCD ABCD A ABC ABC AB AB A

Médias seguidas da mesma letra em cada linha nédo diferem entre si a 5% de probabilidade no Teste Tukey.

EPM= erro padrdao da média.
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Tabela 3. Avaliagdo intragrupos do grau de edema, obtido por meio de avaliagédo ultrassonografica, de equinos submetidos a implantagao de
polimero puro (PLA) ou blenda polimérica (PLA/PCL) compatibilizada com copolimero derivado da e-caprolactona e tetrahidrofurano.
IN, implante negativo: somente incisdo cutanea; C, controle. Resultados expressos em média dos valores + EPM

N Implantagéo Momentos de avaliagao
Variavel Grupos - ]
dos polimeros horas semanas
0 6 12 24 48 72 96 120 144 168 2 4 6 8 16 24
v
C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
IN 00 1,4+0,2 1,8%0,1 1,4+0,2 1,3%0,1 1,2¢0,2 1,3%0,2 1,2%0,2 1,1%0,2 1,210,2 0,9+0,2 0,7¢0,1 0,3%0,1 0,2%0,1 00 00
EDEMA F AB A AB ABC ABC ABC ABC ABCD ABC BCDE CDEF EF F F F
00 0,3+0,2 1,3#0,2 1,7#0,3 2,7+0,2 2,8+0,2 2,2+0,3 1,5%0,2 1,2+0,2 1+0 0,2+0,2 00 00 00 0+0 0+0
PLA E DE C BC A A A BC C cD E E E E E E
PLA/PCL 00 0,8+0,3 1,5#0,4 1,840,3 2,3%0,2 2,7+0,2 2,3%0,2 1,8+0,3 2+0,3 1,810,4 1,3%0,2 0,7#0,3 0,3%0,2 00 00 00
F CDEF ABCDE ABCD AB A AB ABCD ABC ABCD ABCDEF CDEF EF F F F

Médias seguidas da mesma letra em cada linha nao diferem entre si a 5% de probabilidade no Teste Tukey.
EPM= erro padrdao da média.

Tabela 4. Avaliagdo intragrupos do grau de ecogenicidade, obtido por meio de avaliagao
ultrassonografica, de equinos submetidos a implantagao de polimero puro (PLA) ou
blenda polimérica (PLA/PCL) compatibilizada com copolimero derivado da e-
caprolactona e tetrahidrofurano. Resultados expressos em média dos valores £ EPM

Momentos de avaliagao

Variavel Grupos semanas
0 1 2 3 4 5 6 7 8 16 24
- 50 50 510 50 4,8%0,1 4,8%0,1 4,8+0,1 4,5#0,2 4,3%0,2 3,4%0,4
E(I:COISE PLA A A A A AB AB AB AB B (o3
50 50 50 50 5+0 4,6%0,2 4,4+0,3 4,2+0,3 3,9+0,3 30,4
DE PLAIPCL - A A A A A AB AB AB AB B

Médias seguidas da mesma letra em cada linha nao diferem entre si a 5% de probabilidade no Teste Tukey.
EPM= erro padrao da média.
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Figura 8. Representacéo grafica das médias + erro padrao do grau
de edema, obtido por meio de avaliagdo ultrassonografica, de
equinos submetidos a implantacdo de polimero puro (PLA) ou
blenda polimérica (PLA/PCL) compatibilizada com copolimero
derivado da e-caprolactona e tetrahidrofurano. IN, implante
negativo: somente incisdo cutanea; C, controle. Exame
ultrassonografico foi realizado com transdutor linear ajustado para
12 MHz. Médias seguidas de letras diferentes em cada momento
diferem entre os grupos por meio do teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 9. Representagao grafica das médias + erro padréo do grau
de ecogenicidade, obtido por meio de avaliagao ultrassonografica,
de equinos submetidos a implantagcédo de polimero puro (PLA) ou
blenda polimérica (PLA/PCL) compatibilizada com copolimero
derivado da e-caprolactona e tetrahidrofurano. Exame
ultrassonografico foi realizado com transdutor linear ajustado para
12 MHz.
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3.6 Analises histopatolégicas

3.6.1 Coloragao Hematoxilina-eosina

Esta técnica histoquimica foi realizada para visualizagao da possivel resposta
inflamatoria crénica induzida pela implantagdo dos biopolimeros. Entre os achados
histopatoldgicos podemos citar formagao de capsula fibrosa revestindo os polimeros
(PLA e PLA/PCL) e infiltrado histiocitario tanto associado ao tecido conjuntivo fibroso
quanto entre os polimeros e a capsula (Figura 10A e 11A). A capsula fibrosa
apresentava-se mais espessada nos locais de maior contato com a superficie de
ambos os polimeros. Verificou-se fagocitose do biomaterial pelos macrofagos, que
emitiram proje¢des citoplasmaticas que envolviam partes dos biopolimeros (Figura
11A). O infiltrado inflamatério na capsula era predominantemente linfocitario e
multifocal (Figura 10B e 11B). Alguns animais apresentaram proliferacdo de tecido
fibroso (Figura 10C e 11C) ao redor de macrofagos e células gigantes multinucleadas
contendo fragmentos do polimero intracitoplasmaticos, (Figura 10D e 11D).
Angiogénese (Figura 10E e 11E) e deposicdo de pigmento granular acastanhado
(hemossiderina) foram verificadas especificamente na capsula, bem como focos de
hemorragia estavam presentes na derme adjacente. Na comparagao entre os grupos
de polimeros n&o houve diferencga estatistica nas reagdes estudadas (p>0,05) (Tabela
5). Em um dos animais do grupo PLA/PCL nao se observou a presencga do polimero
ou a formacéao de capsula. Entretanto, foi possivel constatar extensa area de fibrose,
com granuloma associado a fragmentos de polimero e/ou extensos agregados de
macrofagos com polimeros entremeados em tecido fibroso. No grupo IN observou-se
area focal discreta com presenga de tecido fibroso e vasos maduros na derme
profunda. Finalmente, no grupo C ndo foram observadas altera¢des histopatoldgicas
dignas de nota.
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Tabela 5. Alteragdes histopatoldgicas de equinos submetidos a 24 semanas de
implantacdo de polimero puro (PLA) ou blenda polimérica (PLA/PCL)
compatibilizada com copolimero derivado da e-caprolactona e
tetrahidrofurano. As caracteristicas da reacao inflamatéria do tecido ao
implante foram classificadas semi-quantitativamente, por escores, de
acordo com os critérios propostos por De Jong et al. (2005) [22]. (+) minimo;
(++) moderado; (+++) marcado; (++++) severo. Coloragdo Hematoxilina-

Eosina.
Infiltrado/ Crescimento
Polimero  Animal Capsula Fagocitose  Vascularizagao
Inflamacao celular
PLA 1 ++ + + + +

2 ++ + - + +
3 + + ++ ++ +
4 + + +++ +++ +
5 +++ ++++ +++ +++ +++
6 + + + + +

PLA/PCL 1 ++ ++ ++ ++ ++
2 +++ ++++ ++ ++++ +++
3 ++ + ++ ++ ++
4 + + ++ + +
5* - ++ - +++ +
6 + + ++ +++ +

*Nesse animal ndo houve a formagao caracteristica de capsula ao redor do polimero
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Figura 10. Fotomicrografias de pele de cavalos
submetidos a implantagdo de PLA puro. (A)
Capsula fibrosa (c) delimitada por Unica camada
de macréfagos (seta) em contato com o polimero
(*; barra=20um). (B) Capsula fibrosa (c) adjacente
ao polimero (*) com infiltrado inflamatério
mononuclear  (barra=20um). (C) Area de
proliferacdo de tecido conjuntivo fibroso
(crescimento celular) bem diferenciado ao redor do

| polimero (*; barra=100um). (D) Infiltrado

histiocitario intracapsular com fagocitose do
polimero (*; barra=20um). (E) Capsula fibrosa (c)
adjacente ao polimero (*), com neovascularizagao
(seta; barra=20um). Hematoxilina-eosina.
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Figura 11. Fotomicrografias de pele de cavalos
submetidos a implantacao da blenda PLA/PCL. (A)
Cépsula  fibrosa com  células  gigantes
multinucleadas (seta) fagocitando polimero (*;
; =*4 barra=50um). (B) Infiltrado  inflamatdrio
“‘ﬂg mononuclear intracapsular ao redor de macréfagos

A ‘% com polimero intracitoplasmatico (*; barra=20um).

barra=100um). (D) Infiltrado histiocitario
| intracapsular acentuado fagocitando o polimero (*;
| barra=50um). (E) Capsula fibrosa adjacente ao
# polimero (*) com neovascularizagdo (seta;
# barra=20um). Hematoxilina-eosina.
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3.6.2 Coloragéo Picrosirius-hematoxilina (PSH)

Sob luz polarizada, os fundos das se¢des apareceram em preto, pois nao ha
polarizagcédo da luz, e os feixes de colageno exibiram alta birrefringéncia com cores
interferenciais que variam do dourado ao vermelho-amarelado, indicando diferentes
graus de agregacao e compacidade do colageno. No grupo C é possivel observar os
feixes de colageno regularmente ordenados com multiplas orientacées dentro da
derme e o padr&o de birrefringéncia € amarelado ou dourado (Figura 12A e 12E). No
grupo IN ha presencga de uma area focal com alteragdes no padrao de distribuicdo das
fibras de colageno, que se apresentam com grau de agregagao menor, exibindo assim
cores interferenciais alaranjadas (Figura 12B e 12F). Tanto a implantagdo do PLA
como da blenda PLA/PCL levou a reagao fibrética com deposicdo de colageno ao
redor do polimero, sendo que as moléculas nessa regido apresentam um grau
agregativo mais acentuado, exibindo cores interferenciais que variam do laranja ao
vermelho (Figura 12C - 12H).
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Figura 12. Fotomicrografias de pele de cavalos nas diferentes condi¢des
experimentais, coradas pelo método da Picrosirius-Hematoxilina e analisados
sob luz policromatica (PSH) e sob luz polarizada (PSH-pol). (A) O Colageno
dérmico (co) esta evidenciado fortemente corado em vermelho sob luz
policromatica (barra=500um) e (E) com intensa birrefringéncia na luz polarizada
(barra=500um). (B) e (F) Observa-se modificagdes no padrao de distribuigcdo da
fibra no CP devido ao procedimento cirdrgico (seta; barra=500um). (C), (D), (G)
e (H) A implantagdo dos polimeros PLA e PLA/PCL compatibilizada com
copolimero derivado da e-caprolactona e tetrahidrofurano promoveu uma reagao
fibrética com depdsito de colageno, altamente orientado e birrefringente na
periferia do material. O comportamento do colageno é dicroico quando as fibras
séo dispostas em planos paralelos (I1) ou perpendiculares (L) (barra=200um). (*)
localizacédo do polimero no corte.
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3.6 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A Figura 13 revela micrografias eletrénicas das superficies dos biomateriais
PLA ou PLA/PCL implantados e expostos a biodegradagao por 24 semanas. Antes da
implantagcdo, as membranas apresentaram morfologia densa sem poros (Figura 13A
e 13B). Apos 24 semanas foi possivel observar irregularidade na superficie, mudanga
do aspecto morfolégico para poroso e presenga de fissuras, indicando processo de
biodegradagao sobre o material (Figura 13C e 13D). A superficie de fratura também
mostrou sinais de degradacéao (Figura 14). Além disso, a micrografia da superficie de
fratura da blenda PLA/PCL mostra goticulas de PCL dispersas na matriz de PLA
(Figura 14B).

semanas

Figura 13. Micrografias eletrénicas da superficie de polimeros implantados pela via
subcutanea em equinos. (A) PLA antes da implantagao, (B) Blenda PLA/PCL antes
da implantagéo, (C) PLA submetido a degradacéao por 24 semanas e (D) Blenda
PLA/PCL submetida a degradagéao por 24 semanas. (Barra=20um). Blenda PLA/PCL
compatibilizada com copolimero derivado da g-caprolactona e tetrahidrofurano.
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24 semanas

g e X .

Figura 14. Micrografias eletronicas da superficie de fratura de polimeros implantados
pela via subcutanea em equinos. (A) PLA antes da implantagéao, (B) Blenda PLA/PCL
antes da implantacéo, (C) PLA submetido a degradacgao por 24 semanas e (D) Blenda
PLA/PCL submetida a degradagao por 24 semanas. (Barra=20um). PLA/PCL Blenda
PLA/PCL compatibilizada com copolimero derivado da e-caprolactona e
tetrahidrofurano. *Indica goticulas de PCL dispersas na matriz de PLA.

4. DISCUSSAO

O principal achado desta pesquisa foi que, tanto o biopolimero puro PLA como
a blenda PLA/PCL compatibilizada com copolimero tribloco derivado da e-
caprolactona e tetrahidrofurano implantados pela via subcutanea foram seguros para
equinos. Os métodos para avaliagdo do processo inflamatoério sistémico aqui
utilizados, tais como FC, FR, TC e FP, ndo mostraram alteragdes sistémicas
relacionadas a implantagcdo dos biomateriais. Entretanto, a termografia, limiar
nociceptivo e ultrassonografia revelaram alteragdes agudas e transitérias. Além disso,
os resultados do exame ultrassonografico, analise histopatolégica e microscopia
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eletrénica indicaram que houve biodegradacao parcial do PLA e da blenda PLA/PCL
apos 6 meses de implantagao.

As variaveis do exame fisico permaneceram inalteradas durante todo o
experimento, indicando que n&o houve resposta inflamatodria sistémica devido a
implantagéo dos polimeros. A elevagado da TC no momento 12 h, provavelmente, esta
relacionada com o horario do dia em que a coleta foi realizada (17 — 18 h). Elevacgbes
na FC, FR e TC podem estar associadas a liberacdo de mediadores inflamatdrios
devido ao estresse ou a dor, sendo parametros de facil quantificacdo. No entanto,
esses parametros sozinhos nao sao especificos para a determinagao da presenca e
gravidade da dor, podendo ser influenciados por fatores externos [32, 33].
Corroborando nossos resultados, estudo em equinos submetidos a modelo de indugcao
experimental de feridas cutdneas nao encontrou alteracdes na FC, FR e TC durante
o periodo de cicatrizagado de feridas [34], indicando que lesdes localizadas, como as
implantagdes realizadas no presente experimento, ndo foram capazes de gerar
alteracao sistémica inflamatéria.

Outra ferramenta clinica utilizada para determinacao da resposta inflamatoria é
o FP, proteina de fase aguda comumente utilizada para diagnosticar e monitorar
condic¢des inflamatérias na medicina equina, sendo que aumentos persistentes nas
concentracdes de FP, podem ocorrer em inumeras enfermidades [35]. Em estudo
realizado com diferentes tipos de procedimento cirurgicos foi possivel identificar que
traumas moderados a severos levaram a hiperfibrinogenemia. Entretanto, traumas
cirargicos minimos nao provocaram aumento da concentragéo de FP [36]. Em estudo
para avaliacao da cicatrizagédo de feridas cutaneas realizadas experimentalmente foi
possivel observar aumento da concentracdo de FP desde o dia seguinte ao
procedimento, com pico médio no 5° dia apos a cirurgia [34]. Entretanto, esse achado
pode estar relacionado com o fato de que foram realizadas 12 feridas cutdneas em
cada animal. No nosso estudo n&o foi encontrado qualquer elevagédo na concentragao
de FP, indicando que a lesdo provocada pela incisdo cutanea, bem como a
implantacdo do PLA puro e da blenda PLA/PCL, ndo foram capazes de induzir
resposta inflamatéria sistémica.

O calor é considerado sinal classico do processo inflamatorio, ja que lesées

teciduais causam vasodilatacdo e elevacdo do metabolismo exotérmico celular
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provocando aumento da temperatura no local da injuria. Sendo assim, a avaliagao
termografica da superficie cutdnea é capaz de fornecer dados quantitativos do grau
de inflamacgao de tecidos subjacentes em fungédo da radiagéo infravermelha emitida
espontaneamente pelo local da injuria tecidual [37, 38]. Aumento de temperatura local
observado no presente estudo esta parcialmente relacionado ao procedimento
cirargico realizado, pois foi possivel observar aumento de TT nos grupos PLA,
PLA/PCL e IN em relagado ao grupo C no periodo entre 12 e 168 h. Entretanto, no
periodo entre 24 a 72 h foi possivel evidenciar maior TT nos grupos implantados do
que no grupo IN. Assim como no presente estudo, trabalho realizado para avaliar
implantagéo de polimero a base de poliuretana de mamona, em falha 6ssea induzida
em equinos, detectou maior temperatura média sete dias apds o procedimento no
membro toracico implantado em relagdo ao grupo controle. Acredita-se que esse
achado pode indicar que, mesmo o material apresentando biocompatibilidade, certo
grau de resposta inflamatoria € esperado, por se tratar de implantagdo de material
exdgeno ao tecido receptor [21]. Assim essa reposta, embora mais intensa nos grupos
implantados com biomateriais, quando comparados ao grupo IN, foi transitdria,
achado observado em ambas as pesquisas. A diminuicdo de TT observada 24
semanas apos o procedimento nos grupos C e PLA esta associada a diminuigao da
temperatura ambiente devido a sazonalidade do periodo experimental, sendo que
também foram observadas diminuicbes da FC e FR no mesmo momento. Embora a
temperatura da sala onde as avaliagdes eram realizadas fosse controlada, ndo era
possivel aquecer o ambiente, o que sabidamente poderia interferir nos resultados
obtidos em dias de frio.

O teste de dor reflexiva, ou limiar nociceptivo, envolve aplicagao de estimulo,
seja ele termal, mecanico ou elétrico, a uma parte do organismo até que uma resposta
comportamental ou fisioldgica seja observada. Os FVF medem hiperalgesia cutédnea
e alodinia, sendo uteis para mimetizar condi¢gdes clinicas que apresentam aumento
de sensibilidade cutanea, tais como a dor neuropatica, dor pds-operatoria, inflamagao
ou osteoartrite [39]. A partir dos resultados obtidos, a reducdo do LNM esta
parcialmente associada a reacao inflamatoéria local provocada pela incisdo realizada
para a implantacdo do PLA puro e da blenda PLA/PCL, e ndo pela presenca dos

materiais per si. Interessante, houve coincidéncia entre os resultados termograficos e
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os FVF, notadamente 48 h apds a implantagcdo do PLA e da blenda PLA/PCL. Tais
métodos de avaliagdo permitiram os implantes positivos serem diferenciados do
implante negativo.

O exame ultrassonografico é ferramenta de rotina na medicina veterinaria,
sendo utilizado como meio diagndstico complementar. O uso da ultrassonografia
modo B permite a obtencido de dados sobre espessura das camadas da pele, além de
informagdes sobre mudancgas na estrutura do colageno, processos degenerativos do
tecido elastico, entre outras caracteristicas estruturais da pele, devido aos diferentes
graus de ecogenicidade entre as estruturas adjacentes [40]. A presenca de seroma e
edema ao redor dos materiais sugere a existéncia de reacdo inflamatéria, a qual
também foi observada no grupo IN, concluindo-se, entdo, que a resposta inflamatéria
esta relacionada, em partes, ao procedimento cirurgico realizado. Entretanto, o maior
grau de edema observado nos grupos implantados entre os momentos 48 e 96 h apos
o procedimento indica que a presencga dos polimeros possivelmente intensificou a
reacao local. Mas, como nos achados de TIV e LNM, essa resposta foi transitéria e
restrita em extensao. Além disso, a diminuicdo gradual do grau de ecogenicidade
sugere reabsor¢ao dos polimeros. Nossos resultados corroboram outros estudos que
utilizaram a ultrassonografia para avaliagdo da biocompatibilidade de polimeros, os
quais também observaram a perda de ecogenicidade ao longo do tempo [41, 42]. A
hiperecogenicidade do material ocorre devido a diferengas na impedancia acustica
entre o biomaterial e o tecido receptor, sendo que, a medida que o material é
biodegradado, ha diminuigdo da diferenga de impedancia [42]. Nossos resultados
mostraram que ambos os polimeros apresentaram degradacdo semelhante. Tal
resultado ndo era esperado, pois a blenda PLA/PCL deveria apresentar menor tempo
de degradacgao, devido a maior taxa de degradagao do PCL, em relagéo ao PLA [43].
Entretanto, embora o exame ultrassonografico possa ser utilizado para avaliar o
destino de materiais reabsorviveis, este possui algumas limitagdes, e o tempo exato
de reabsorcao dos materiais ndo pode ser pressuposto pelas imagens [41]. Devido a
pouca disponibilidade de estudos com polimeros na literatura, que utilizaram exame
ultrassonografico como meétodo de avaliagdo das reagdes do material sob o
organismo, as pontuag¢des aqui utilizadas para ecogenicidade do material e grau de
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edema nunca foram realizadas antes, tornando-se protocolo de referéncia para
estudos futuros.

O estudo histopatolégico da reagcdo local a um implante é feito apds
aproximadamente trés meses de implantagao. Apds esse periodo de tempo, em geral,
a reacao a presencga do material pode atingir estado estavel, sendo entado possivel
avaliar a reatividade final e a aceitagao/rejeicdo local do material implantado.
Teoricamente, ndo existe estado estavel para materiais degradaveis, pois esses estéao
continuamente em processo de degradacéo e reabsor¢gdo. Sendo assim, o estado
estavel s6 ocorre apds a reabsorcdo final do material [23]. No nosso estudo, a
avaliacdo histopatologica a presenca do material foi feita com seis meses de
implantacao, sendo entdo possivel avaliar com precisao a reagao do corpo a presenca
dos materiais.

Materiais implantaveis sdo reconhecidos pelo mecanismo de defesa do
organismo, levando a um processo conhecido como reagéo de corpo estranho (RCE)
que resulta no encapsulamento do implante. O tamanho, forma, propriedades
mecanicas, tipo de material, e duragao e método de implantacdo que determinam o
tipo de resposta em casos de implantes subcutaneos, sendo que a RCE pode ser
minimizada, mas ndo completamente eliminada [44]. Tais informag¢des mostram que
a reacgao inflamatoria formada ao redor dos polimeros estudados aqui foi restrita ao
local de implantacao e, portanto, esperada.

A metodologia aqui utilizada foi adequada para determinagdo da
biocompatibilidade e da degradagado parcial dos biomateriais. Segundo estudo
realizado por De Jong e colaboradores (2005) [23], avaliagdo de amostras de
polimeros entre 1 e 2 mm de espessura apresentam maior confiabilidade com relacéo
a reagao histopatologica induzida pela implantagdo, especialmente quando os
polimeros sao destinados para producdo de materiais de fixacdo 6ssea. Por esse
motivo optou-se pela utilizagdo de amostras de 1 cm?e 1 mm de espessura.

Na analise pela coloracdo de hematoxilina-eosina nao foi possivel detectar
diferencga significativa entre os materiais testados (PLA vs PLA/PCL), sendo que os
dois levaram a reacao inflamatoéria crénica do tipo corpo estranho. A presencga de
macréfagos na capsula e na interface do polimero foi observada em outros estudos,

estando associada a fagocitose e a depuragdo do implante [7, 23]. A adesédo de
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macrofagos e células gigantes multinucleadas nas superficies dos biomateriais produz
um microambiente privilegiado entre a membrana celular e a superficie do biomaterial.
Essas células sdo responsaveis pela liberagdo de mediadores de degradagao, como
espécies reativas de oxigénio, enzimas de degradacao e acido, os quais sao liberados
nessa zona privilegiada. Dessa forma, a inibicdo desses mediadores é retardada ou
reduzida, submetendo o biomaterial a altas concentracbes desses agentes
degradadores [45].

Além dos macréfagos, os linfocitos estavam regularmente presentes nos
infiltrados ao redor do implante. Contudo, no presente estudo nao foi observada a
presenga de polimorfonucleares, ja que esses geralmente estdo associados a
resposta inflamatéria aguda [23]. Tais achados estao relacionados a fase crénica da
inflamacédo, a qual é geralmente caracterizada pela presenga de mondcitos,
macréfagos, células gigantes multinucleadas, linfocitos e fibroblastos além da
proliferagdo de vasos sanguineos [46].

A formacédo de células gigantes esta associada ao tamanho da particula
fagocitada. Particulas maiores que 10 um levam ao acumulo de macréfagos, os quais
se organizam ao redor do implante, se fundindo para isolar os fragmentos de
polimeros e facilitar a fagocitose. Ademais, as células gigantes correspondem ao
estagio final do desenvolvimento de macrofagos, estando associadas a diminuigdo da
resposta inflamatéria. Apesar da diminui¢do da capacidade fagocitaria dessas células
em relagdo aos macrofagos, ha aprimoramento da capacidade de degradagéao
extracelular, permitindo a degradacgéo do colageno, polimeros, etc [47].

Os fibroblastos sao responsaveis pela produgado do colageno, o qual forma
capsula ao redor do material implantado. Essa capsula pode reduzir o suprimento de
oxigénio e nutrientes para as células encapsuladas, podendo, por exemplo, prejudicar
a difusdo de medicamentos. Apesar disso, a formacao da capsula nao indica auséncia
de biocompatibilidade [46, 48]. Por ser impermeavel a maioria das moléculas no
microambiente circundante, a capsula pode ser deletéria para algumas fungbes do
implante [49]. Entretanto, na literatura consultada a capsula de colageno formada ao
redor dos materiais biocompativeis € caracterizada como avascular [50]. Neste
estudo, os achados de neovascularizacdo associada a capsula podem ser uma

vantagem para o material implantado. Além disso, outros fatores influenciam a
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absorcao de drogas, como mecanismos de disponibilizagdo do medicamento, pH do
meio, disponibilidade de enzimas, entre outros [51].

A proliferagao de tecido fibroso ao redor de fragmentos dos polimeros pode
estar associada a presenca de poros e fissuras nos materiais, como foi possivel
observar na MEV. Os poros fornecem uma maior area de superficie, permitindo o
crescimento celular e facilitando a neovascularizagdo. Na constru¢ao de “scaffolds”
para a engenharia de tecidos, os poros tém papel importante no crescimento e na
proliferagao celular para a reorganizagao do novo tecido [52, 53].

Hemorragia intracapsular e na derme adjacente foram induzidas,
provavelmente, durante a manipulacdo, no procedimento de retirada dos implantes,
estando associadas a neovascularizagao estimulada pela implantacdo dos materiais.
Essa neovascularizagdo também esta associada ao sangramento local observado
durante o procedimento de retirada dos implantes. Essa neoangiogénese é
indispensavel para a manutencéo da proliferagao celular e migragdo das células do
sistema fagocitario [7]. A presenca de hemossiderina evidencia a cronicidade do
processo, podendo estar relacionada a pequenos traumas causados pelo proprio
animal no decorrer do experimento. A hemossiderina € um pigmento amarelo-
acastanhado derivado da hemoglobina. Hemorragias nos tecidos sao as principais
causas do acumulo desse pigmento dentro das células, pois as hemacias
extravasadas no local da lesao sao fagocitadas durante dias por macrofagos, os quais
destroem a hemoglobina e recuperam o ferro, levando a formag¢ao da hemossiderina
[54].

No animal do grupo PLA/PCL que ndo foi possivel observar presenga do
polimero ou formacéao de capsula acredita-se que esse resultado esteja relacionado a
reacdo inflamatdria exacerbada associada a reacdo supurativa no local da
implantagéo, sendo que tais reagdes podem ter acelerado o processo de degradagao
do polimero. A causa dessa resposta ndao pareceu ser devido a implantagdo do
polimero, sendo a etiologia relacionada com fatores iatrogénicos e/ou ambientais.

A utilizacédo da coloragcdo de PSH e a avaliagdo conjugada em microscopia de
luz convencional e sob o plano de luz polarizada é util para revelar a ordem molecular,
organizagdo e/ou heterogeneidade da orientacdo das fibras de colageno [55]. O

dicroismo linear é expresso pela diferenga de absor¢géo do objeto em duas dire¢des
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de deslocamento do feixe de luz no proprio objeto, uma perpendicular a outra [56]. Ja
a birrefringéncia corresponde a propagacdo da luz polarizada em diferentes
velocidades e diregcbes, as quais promovem brilho caracteristico ao tecido. Esses
fendbmenos de ordem espectral podem ser aliados importantes na avaliacdo da
integridade e ordem molecular do colageno na derme. A intensidade da birrefringéncia
do colageno varia em fungéo da orientagao das fibras em relacdo aos polarizadores
cruzados, sendo que a maior birrefringéncia ocorre a 45° do plano de luz polarizada
[57]. A rotagcao da amostra em relacdo do plano de luz polarizada nao revelou extingao
completa da birrefringéncia, indicando que sempre houveram fibras de colageno
orientadas a +45° em relag&o a luz polarizada, o que denota que as fibras de colageno
da pele de equinos sao orientadas em mais de uma direcdo, fato esse que ocorre
também no tegumento de outros mamiferos, incluindo a espécie humana. Pode-se
constatar que o tecido n&o se mostrou reativo ao implante, pois as fibras de colageno
mantiveram as mesmas caracteristicas de integridade morfolégica e de agregacéao e
compacidade. Sendo assim, a fibrose presente pode ser considerada reacional a
presencga dos polimeros, e ndo uma reagao exacerbada. Entretanto, no grupo PLA foi
encontrada camada de colageno mais espessa, o que pode significar reagdo mais
intensa pela presengca desse polimero. Em estudo analisando dois tipos de
arcaboucgos para utilizacdo como implantes faciais também foi possivel perceber
diferengas na espessura da camada de colageno, sendo que o polimero que produziu
menor capsula é o que leva a formacédo de menor quantidade de tecido cicatricial, o
que é altamente desejavel [25].

As analises em MEV geralmente permitem observar claramente a morfologia
das fases em materiais compadsitos, além de fornecerem informacdes sobre a adesao
interfacial [58]. Um estudo que avaliou a interagdo do polimero com o tecido
subcutdneo em ratos Wistar também observou a formagdo de poros, tanto na
superficie do polimero, quanto nas superficies de fratura [7]. Outros estudos também
mostraram separacao de fases em blendas de PLA/PCL com ou sem o uso de
diversos compatibilizantes, sendo que o PCL assumiu forma esférica. Geralmente, o
polimero em menor quantidade fica disperso na matriz do polimero em maior
quantidade [5, 59-61]. Da mesma forma, no presente trabalho, as micrografias

mostraram a separacgao de fases caracteristica de blendas imisciveis.
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Dessa forma, uma compreensdo adequada da resposta do hospedeiro aos
biomateriais e das caracteristicas do material a ser utilizado sdo necessarias para
projetar materiais que tenham um desempenho adequado em suas aplicagdes, sendo
que os efeitos benéficos devem ser maiores que a resposta inflamatéria causada por
esses [62]. Sendo assim, € importante ressaltar a necessidade de novos estudos para
investigar os possiveis usos dos polimeros aqui estudados. Como implicagdes,
estudos futuros devem ser realizados para avaliar a eficacia dos biomateriais em
utilizacdes mais especificas, como nas areas de desenvolvimento de farmacos e

cirurgia de equinos.

5. CONCLUSOES

Os achados desta pesquisa mostraram que tanto o PLA puro, quanto a blenda
PLA/PCL compatibilizada com copolimero tribloco derivado da e-caprolactona e
tetrahidrofurano foram biocompativeis e biodegradaveis, propriedades que fazem
desses polimeros, alternativas viaveis para uso em diversas areas da Medicina

Equina.
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APENDICE A - PERFIL CLINICO DOS ANIMAIS

bpm) (mpmy (C) Mo oA LY

Cavalo 1 36 8 37,3  Normal Ok Roésea 2
Cavalo 2 36 24 36,6  Normal Ok  Roésea 2
Cavalo 3 28 12 36,7  Normal Ok Rosea 2
Cavalo 4 32 12 37 Normal Ok Résea 2
Cavalo 5 32 16 37 Normal Ok  Roésea 2
Cavalo 6 36 20 37,1 Normal Ok  Rosea 2
Média 33,3 15,3 37,0 Normal OK Roésea 2
DP 3,27 589 0,26 - - - -

71

Valores de frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratéria (FR), temperatura
corporal (TC), motilidade intestinal (Ml), grau de hidratagdo (GH), coloragcéo de
mucosas aparentes (CMA) e tempo de preenchimento capilar (TPC). DP = desvio

padrao



APENDICE B. PERFIL HEMATOLOGICO DOS ANIMAIS

He Hb Ht Le Bas Eos Bast Seg Linf Mon Plaq
(x108/pL)  (g/dL) (%) (x103/pL) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (x103/pL)
Cavalo 1 6,94 12,7 35,7 7,1 0 5 0 56 39 0 278
Cavalo 2 6,27 10,3 29,5 9 1 4 0 53 42 0 220
Cavalo 3 7,5 13,2 39,1 6,4 0 2 0 47 51 0 272
Cavalo 4 6,9 12,6 35,8 6,5 1 0 0 62 37 0 258
Cavalo 5 7,65 12,8 37,3 6,7 0 5 0 60 34 1 286
Cavalo 6 5,54 10,6 30 6,1 0 4 0 65 30 1 305
Média 6,8 12,03 34,57 6,97 0,33 3,33 0 57,17 38,83 0,33 269,83
DP 0,79 1,25 3,93 1,05 0,52 1,97 0 6,55 7,25 0,52 28,96

Valores de hemacias (He), hemoglobina (Hb), hematdcrito (Ht), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular media
(HCM), concentracao da hemoglobina corpuscular media (CHCM), leucdcitos (Le), basoéfilos (Bas), eosindfilos (Eos), bastonetes (Bast),
segmentados (Seg), linfocitos (Linf), mondcitos (Mon), plaquetas (Plaq). DP = desvio padrao

€L



APENDICE C. PERFIL BIOQUIMICO DOS ANIMAIS

CREA UR FA AST BT BD GGT PT ALB
(mg/dL)  (mg/dL)  (U/L) (UL)  (mg/dL) (mg/dL)  (U/L) (g/dL)  (g/dL)
Cavalo 1 2,3 39 215 220 1,78 0,58 22 7.1 2,24
Cavalo 2 2 32 248 220 1,11 0,43 15 6,7 2,02
Cavalo3 2,1 24 157 230 1,91 0,58 15 6,3 2,47
Cavalo4 1,7 24 174 240 1,29 0,52 30 6 2,3
Cavalo5 2,4 38 182 240 2,28 0,58 15 5,8 2,45
Cavalo6 2,2 35 174 261 1,42 0,55 22 6,1 2,3
Média 2,12 32 191,67 23517 1,63 0,54 19,83 6,33 2,3
DP 0,25 6,66 33,58 15,5 0,44 0,06 6,05 0,48 0,16

Valores de creatinina (CREA), uréia (UR), fosfatase alcalina (FA), aspartato aminotransferase (AST), bilirrubina total
(BT), bilirrubina direta (BD), gamaglutamiltransferase (GGT), proteina total (PT) e albumina (ALB). DP = desvio padrao

VL



