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EA il
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

As afeccdes da parede abdominal podem ser de origem genética, congénita
ou adquirida, sendo as hérnias ventrais as intercorréncias cirirgicas mais comuns
em humanos e animais (CARLSON, 1997; DRIVER et al., 2000; DAVENPORT et al.,
2001).

Especificamente em equlinos, submetidos a intervengbes cirlrgicas
abdominais medianas, foram relatadas complicagdes incisionais com prevaléncia de
35%, ou mesmo 87,5% quando de uma reintervencdo (KOBLUK et al., 1989).
Segundo AUER (1992), 22% dos equinos sio reoperados em consequiéncia a
deiscéncia de suturas.

WILSON et al., (1995), encontraram prevaléncia de 4 a 15% de complicacdes
apés laparotomia em equinos de até um ano de idade contra 43% em adultos, de um
total de 436 animais analisados. As ragas Puro Sangue Inglés e Quarto de Milha
possuem maior prevaléncia de complicagdes incisionais com indice de até 52% e
53,8%, respectivamente.

SMEAK (1993) referiu que para grandes animais, a prevaléncia de hérnia
incisional é de 16%, dependendo da abordagem cirlrgica, de certos fatores
predisponentes e da idade do paciente.

Em animais de pequeno porte é menos comum a ocorréncia de deiscéncia de
sutura, no entanto, estd associada as lesdées por automutilagdo, mesmo que a
evolucdo seja de minutos, podendo levar a perda severa de sangue, sepsia e
choque (RAISER, 1999).

De forma geral, o sucesso dessas cirurgias esta associado a qualidade dos
materiais de sutura utilizados, ao padréo de sutura, a realizagdo de assepsia e anti-
sepsia adequadas e a imobilizacdo apropriada do animal. Alguns fatores sistémicos
estdo associados a deiscéncia de suturas como infeccbes, desbalanco
hidroeletrolitico, anemia, hipoproteinemia, imunossupressao, utilizacdo de
corticosterdides e distensdo abdominal, entre outros (AUER, 1992; GREER &
PEARSON, 1998).



As complicacgdes incisionais na laparotomia mediana retardam a cicatrizagao
da ferida cirargica aumentando o periodo de convalescenca e algumas podem ser
fatais. Em equinos jovens, a cicatrizagdo é mais rapida, com menor susceptibilidade
a infeccoes (STASHAK, 1991).

O uso de proteses trouxe importante melhora na sobrevida dos portadores de
defeitos de tecidos moles e otimizagdo das técnicas cirdrgicas. Porém, estes
materiais ndo preenchem todos os critérios de biocompatibilidade, trazendo
complicacdes em longo prazo € a necessidade de reoperagdes (SOIDERER et al.,
2004).

A utilizagdo de materiais biologicos causa grandes defeitos no local doador,
podendo cursar com distrofias e atrofias musculares. O material ideal deveria ser
tendinoso, evitando com isso a formacao de hérnias ventrais no caso de utilizacdo
em parede abdominal e satisfazer os critérios de biocompatibilidade e bioatividade
nos locais variados de utilizacao (SILVERMAN et al., 2004).

2. PAREDE ABDOMINAL: COMPOSICAO TECIDUAL E REGIOES DE ACESSO
CIRURGICO A CAVIDADE ABDOMINAL

O termo parede abdominal é uma denominagdo genérica a todos os tecidos
que compde e delimitam o abdémen. A cavidade abdominal é limitada, dorsalmente,
pelas vértebras lombares, muasculos lombares e parte lombar do diafragma.
Ventralmente consiste em dois musculos retos, aponeuroses dos musculos obliquos
e transverso, fascia abdominal e -cartilagem xiféide (Prancha 1, Figura 1).
Cranialmente é formada pelo diafragma e as paredes musculares estéo forradas por
uma camada de fascia, denominadas de fascia diafragmaica, fascia transversa,
fascia iliaca e camada profunda da fascia toracolombar (SISSON, 1986).

A forracdo da cavidade abdominal é feita pelo peritbnio que esta unido a
fascia por um tecido subseroso, contendo quantidades variaveis de gordura e que
envia laminas para o interior de varias pregas peritoniais (SISSON, 1986).

O acesso cirurgico a cavidade abdominal pode ser longitudinal ou transversal
em relacdo a linha mediana. Longitudinalmente pode ser feito pela linha média ou
paralelamente a ela, denominadas paramedianas, cujas incisbes podem ser pré-

umbilicais, retro-umbilicais e pré-retroumbilicais.



Em relagdo a abertura do musculo reto do abdome, pode-se incisar de forma
para-retal ou trans-retal. Existem ainda outras formas de acesso como o paracostal,
pelo flanco ou combinagdo delas, de acordo com a necessidade cirurgica e
facilidade em expor o local de interesse do cirurgido, conforme ilustrado na Prancha
1, Figura 2 (AUER, 1992).



Prancha 1. Composicao tecidual e acessos cirurgicos a cavidade abdominal
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Figura 1. llustragdo esquematica da composicdo tecidual da porgdo ventral do abdémen na
espécie canina. Musculos e fascias da porgdo mais externa da parede abdominal (A).
Em (B), representacdo da designagao externa das regides abdominais. Adaptado de

LEGGI, 2000".
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Figura 2. Representagdo esquematica das vias de acesso cirlrgico a cavidade abdominal de
equinos. Acesso ventral em (A): 1- Incisdo paramediana; 2 — Incisdo mediana; 3 —
Incisdo inguinal. Acesso pela regido do flanco em (B): 1 — Incisao Earalombar; 2 -
Inciséo transversa; TC — tuberosidade coxal. Adaptado de AUER, 1992°.

! LEGGI, T. C. S. S.; SOARES, T. R. S. Atlas de anatomia veterinaria. Manole: Sdo Paulo,

88p., 2000.
2 AUER,J.A. Equine Surgery. W.B. Saunders. Philadelphia, 1214p., 1992.



3. BIOMATERIAIS PARA REPARACAO DE TECIDOS DA CAVIDADE
ABDOMINAL: ESTADO DA ARTE

Em relacdo a utilizagdo de biomateriais, os achados arqueolégicos remetem
aos etruscos, fenicios e egipcios, entre outros, que substituiam dentes perdidos por
pontes obtidas a partir de ossos bovinos, ou utilizando materiais para manter a uniao
dos dentes. Na tentativa de confecgdo de protese de dedo amputado, os egipcios
produziram pecas de madeira que eram mantidas com cola e amarrados com couro
ao pé do amputado. Foram encontradas mumias com essas proteses no século XX
em bom estado de conservagao (Prancha 2, Figuras 1 e 2) (KLEIN et al., 2000).

Atualmente, biomateriais podem ser resumidamente definidos como materiais
para utilizagdes em organismos vivos e sao classificados em sintéticos, que incluem
0s metais, ceramicas, polimeros sintéticos e materiais compdésitos; e biomateriais
naturais, que incluem biopolimeros como: colageno, seda, queratina,
polissacarideos e os tecidos naturais (LANGER, 1990; HENCH, 1998).

Especificamente e de forma histérica, para utilizacdo em abdémen, consta a
utilizacdo de telas de prata no fechamento de grandes hérnias em humanos por
Witzel e Goepel, em 1889, telas de aco por Babcock em 1939, e telas de tantalo por
Burke em 1940 (OTTO, 2003).

A partir de 1950 tornou-se comum o uso das préteses sintéticas nao
absorviveis como ndilon, politetrafluoroetileno, silicone, poliéster, polipropileno,
esponja de polivinil, fiboras de carbono e das proéteses sintéticas absorviveis feitas de
poliglactina 910 ou &cido poliglicélico (BAERG et al., 2003).

No Brasil, o trabalho pioneiro de PIGOSSI (1964), que utilizou dura-mater
homdgena conservada em glicerina em cées, impulsionou a realizagdo de diversas
aplicagdes de biomembranas, inclusive na parede abdominal de diversas espécies
(ALVARENGA, 1992). Além disso, a importancia da utilizacao de tecidos bioldgicos
tém sido destacada em trabalhos recentes, indicando que a interface
biomaterial/tecidos parece ser otimizada em relagcdo ao crescimento celular,
diminuicao da infecgao e aderéncias (GRECA et al., 2001).

CLARKE et al., (1996) utilizaram experimentalmente em cées, malhas de
polipropileno e submucosa de intestino delgado suino e, mediante andlises
histopatologica e imunohistoquimica no primeiro, segundo e quarto meses pos-
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operatoérios e inspecao diaria da ferida cirlrgica, os autores concluiram que a
submucosa de intestino delgado apresentou resultados mais satisfatérios que a
malha de polipropileno.

BADYLAK et al., (2002), analisando o uso da matriz extracelular derivada da
submucosa do intestino delgado de suinos no reparo de defeitos da parede
abdominal de cées e ratos e, mediante andlise histoldgica, verificaram que este
material é tdo efetivo a longo prazo quanto malhas de polipropileno, porém com
menores indices de infeccdo e aderéncias.

GAMBA et al., (2002), pesquisaram o uso da matriz extracelular derivada da
submucosa do intestino delgado de suinos em defeitos da parede abdominal de
coelhos e concluiram que este tipo de enxerto sustenta a migragao fibroblastica, o
depdsito de colageno e a neovascularizagao.

Um estudo de correcdo da parede abdominal em ratos com tela de
polipropileno (grupo 1) e tela de polipropileno revestida de colageno (grupo 2),
verificou-se maiores taxas de infec¢do nos animais do grupo 2, contudo, estes
apresentaram também menor nimero de aderéncias (RIET et al., 2004).

SOIDERER et al., (2004) compararam em ratos as préteses utilizadas nos
reparos da parede abdominal constituidas de diferentes materiais: tela de
polipropileno, material coldgeno derivado de suino, submucosa de intestino delgado,
matriz da cdapsula renal e submucosa da bexiga urindaria suina. Os autores
concluiram que o tratamento com tela de polipropileno apresentou resposta
inflamatéria mais intensa.

Telas de propileno e implantes de submucosa intestinal porcina em ratos
foram comparadas por GRECA et al., (2004), concluindo que a tela de polipropileno
apresentou maior numero de aderéncias entre a tela e as algas intestinais. A
mesotelisacao, assim como a deposicao de colageno, foram significativamente mais
intensa no grupo da submucosa.

BASTOS et al., (2005), compararam a resisténcia ténsil de implantes do
peritbnio bovino com tela de polipropileno, na correcao de defeito provocado na
parede abdominal de ratos. Os testes de resisténcia a tracdo ndo mostraram
diferenca entre os grupos estudados, tanto no 7° quanto no 28° dias de poés-

operatorio.



O baixo rendimento das proteses sintéticas em relacdo aos tecidos biologicos
estimulou, recentemente, mudancas microestruturais das telas sintéticas. As
préteses reticulares de polipropileno tiveram seus poros aumentados, diminuindo,
conseqlentemente a quantidade de material utilizado. Essas proteses foram
denominadas de polipropileno de poros amplos e baixa densidade “lightweight” e
apresentaram integracdo tissular semelhante as convencionais sem perder
caracteristicas biomecanicas de resisténcia (BELLON, 2005).

As proteses laminares também sofreram alteragdes estruturais, como as de
politetrafluoroetileno expandido que receberam uma superficie rugosa para
aumentar a ades&o celular (BELLON, 2005), (Prancha 3, Figuras 1 e 2).

BELLON (2005), revisando essas alteracées nas proéteses de Ultima geracao
mostrou melhora no desempenho dos materiais sintéticos e propds uma nova
classificagdo das proéteses, incluindo a hibridagdo com materiais biol6gicos
(Tabelal).

Tabela 1. Classificagédo dos biomateriais utilizados na reparagdo de defeitos da parede
abdominal proposta por BELLON (2005).

Proteses Materiais
Reticulares
Nao absorviveis Polipropileno (alta e baixa densidade); poliéster
Parcialmente absorviveis Polipropileno/Poliglactina 910
Absorviveis Acido poliléctico; Poliglactina 910
Laminares
Nao absorviveis Politetrafluoretileno expandido; Poliuretano;
Absorviveis Submucosa intestinal porcina; Pericardio bovino; Centro

Tendinoso Diafragmatico

Compostas

Nao absorviveis Polipropileno/ Politetrafluoretileno expandido;
Polipropileno/poliuretano

Parcialmente absorviveis Polietilenoglicol/poliéster; polietilenoglicol/polipropileno




Prancha 2. Achados arqueoldgicos de materiais utilizados como implantes

Figura 1. Achados arqueolégicos de materiais utilizados como implantes. Em A, fios metalicos
par manter a unido de dentes bovinos, utilizados pelos egipcios. Em B, Implantes
dentarios ornamentais, como forma de afirmagdo do estatuto social da Civilizagao
Maia. Em C e D proteses de dedo, constituida de madeira, substituindo dedo
amputado. Material encontrado em mumia egipcia datada de 1000 anos antes de
Cristo. Disponivel em http:/terraeantiqvae.blogia.com/ acesso em 01/07/2006.

Figura 2. Achados arqueoldgicos de materiais utilizados como implantes. Em A, cadaver
mumificado de uma mulher, com esfera de resina como prétese ocular. Encontrado no
Ira e datado de 4800 anos. Em B, fragmento de dentadura etrusca, cujo dente péntico
se perdeu. Refere-se que o dente perdido era de origem bovina e permanecia preso
por rebite a lamina de ouro. Disponivel em http://www.manuelgago.org/blog Acesso em
01/07/2006.



Figura 1.

Figura 2.

Prancha 3. Préoteses de origem sintética

A B

Proteses cirrgicas para tecidos moles, inabsorviveis sintéticas. Em (A), malha de
polipropileno (Marlex®); Em (B), malha de poliéster (gore-TEX®); Em (C) malha de
politetrafluoretileno expandido (ePTFE — gore-TEX®); Em (D), malha de polipropileno
associada a politetrafluoretiieno expandido (Cousin biotech®). Disponivel em:
http://hernia.tripod.com/ acesso em 01/07/2006.

A B
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Microestruturas de préteses cirlrgicas para tecidos moles inabsorviveis sintéticas. Em
(A), malha de polipropileno (Marlex®); Em (B), malha de polipropileno (Prolene®); Em
(C) malha de polipropileno de alta densidade (Prolene®); Em (D), malha de
polipropileno de baixa densidade e poros amplos (Prolene®); Em (E), malha de
polipropileno de baixa densidade e poros amplos com estrutura regular (Prolene®); Em
(F), malha de Politetrafluoretileno expandido (ePTFE — gore-TEX®). Disponivel em:
http://www.hernia.tv acesso em 01/07/2006.



3.1. METODOS DE CONSERVACAO DE TECIDOS ANIMAIS

A utilizacdo das membranas biologicas requer diferentes técnicas de
conservacgao para preservar sua viabilidade e diminuir sua antigenicidade. Segundo
PRISTA et al., (1990) citado por RABELO et al., (2004), a preservacao dos implantes
ndo pressupde a manutencdo da viabilidade celular, sendo que a eficiéncia da
cirurgia reparadora, geralmente, esta associada a reagao biolégica de reparagéao e
nao a sobrevida dos elementos celulares presentes no implante, uma vez que o
implante funciona como um arcabougo ou suporte temporario a migracao de
fibroblastos.

Além disso, os agentes conservantes sao substancias dotadas de acao
germicida ou germiostéatica e se destinam a evitar as alteragcdes que possam ocorrer
em qualquer conservado, proveniente de proliferagdo microbiana. A preservagao
tem sido feita por congelamento ou por agentes quimicos, como as solugdes
mercurais (RAISER et al., 2001), acido acético glacial (PAULO, 1997), acido
peracético e glicerina (PAULO, 1997).

A glicerina a 98% foi amplamente utilizada para conservar diferentes tecidos
nas ultimas quatro décadas, como dura-mater (PIGOSSI et al., 1964), peritbnio de
bovino e de cao (DALECK et al., 1992), pericardio de eqlino (RANZANI et al., 1990),
diafragma de caes (MAZZANTI et al., 2000), bexiga de cao (OLIVEIRA et al., 2000)
entre outros. A glicerina 98% mantém a vitalidade celular (LEITE et al., 1979) e seu
modo de agao esta baseado na desidratacdo das células (PIGOSSI et al., 1964), a
qual se atribui acao anti-séptica, atuando contra fungos e bactérias gram-negativas e
gram-positivas, com excecao para as formas esporuladas (PIGOSSI, 1967).

Além da glicerina, verificou-se também a eficacia da solugdo alcodlica de
tintura de timersol 1:1000 (ALVARENGA, 1992), polivinilpirrolidona (COSTA-NETO
et al., 2000), solucao hipersaturada de acucar (COSTA-NETO et al., 1997), mel nao
processado (AMENDOLA, 2000) e solucao hipersaturada de sal como alternativas
de baixo custo (BRUN et al., 2002).

3.2 METODOS DE ALTERAGAO MOLECULAR DE TECIDOS ANIMAIS

Modificagbes quimicas em alguns tecidos animais constituem-se em

alternativas de elevado potencial para melhorar ou modificar as propriedades do
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colageno neles contidos, sejam elas mecanicas, estruturais ou fisico-quimicas.
Matrizes colagénicas com superficies carregadas podem ser produzidas por reagoes
quimicas como a esterificacdo, succinilacdo e desaminagao (JAYAKRISHNAM &
JAMELA, 1996).

GOISSIS et al., (1999) utilizaram solugéo alcalina em tecidos animais, o que
reduziu a imunogenicidade, em virtude da hidrélise dos grupos carboxiamidas e
otimizou as propriedades piezoelétricas do colageno, atuando como estimulador
fisico-quimico de crescimento celular. Esta modificagdo conduz a um aumento total
de até 106 cargas negativas por unidade de tropocolageno apés tratamento alcalino
(BET et al., 2001). Porém, caracterizagdes fisico-quimicas por espectroscopia na
regido do infravermelho sugeriram que a estrutura em hélice tripla do tropocolageno
foi preservada durante a hidrélise (GOISSIS et al., 1999).

PARREIRA (2004) utilizou o processo de hidrolise alcalina em pericardio
bovino em amostras tratadas por 24 e 48 horas e as implantou no subcutaneo de
ratos, observando o comportamento de integracdo tissular até 180 dias. Essas
matrizes tiveram diferenca significativa (p < 0,01), em relacdo ao grupo controle, na
reducao de fibrosamento e auséncia de resposta inflamatéria crénica.

VULCANI et al., (2006) utilizaram centro tendinoso diafragméatico tratado em
solugdo alcalina por 72 horas e liofilizado, obtendo biomembrana de quinze
centimetros de comprimento e aproximadamente nove centimetros de largura. Apés
esterilizada em 6xido de etileno aplicou-se cirurgicamente em égua com hérnia
umbilical recidivante, em virtude de pouco tecido disponivel para fechamento das
bordas cirargicas. Nao houve rejeigdo do material e nem alteragcées dos parametros
clinicos observados. O implante foi avaliado por ultra-sonografia, na qual se
observou que ndo houve aderéncia da biomembrana e a motilidade intestinal estava
normal. Nenhuma alteracédo digna de nota foi descrita pelo avaliador.

O grupo de Bioquimica e Biomateriais do Instituto de Quimica de Séo Carlos
da Universidade de Sao Paulo tém trabalhado com a preparacdo de biomateriais a
base de quitosana, um derivado da quitina, obtido principalmente de crustaceos. Por
meio de reagOes de desacetilacdo parcial da quitina obtém-se a quitosana, um

polieletrélito catibnico (em meio acido), que estruturalmente € um polissacarideo
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linear com um numero variavel e randomicamente localizado de grupos N-acetil-
glucosamina.

Em meio as diversas aplicacbes da quitosana, é sabido do seu efeito
cicatrizante, devido a sua capacidade de ativar quase que exclusivamente o
macrofago. Os macréfagos, ativados pelos oligbmeros de quitina e quitosana de
baixa massa molecular, liberam interleucina-1, que estimula a proliferacdo de
fibroblastos e influencia a estrutura do colageno. Liberam, também, N-
acetilglicosaminidase, que hidrolisa a quitosana a monémeros de Nacetilglicosamina
e glicosamina, unidades de aglcares necessarias a biossintese do acido hialurénico
e outros componentes da matriz extracelular pelos fibroblastos. Além disso, é um
material que pode ter sua capacidade ténsil alterada por reticulacbes com outras
substancias, por isso tém sido indicado como regenerador de tecidos moles,
inclusive na parede abdominal (Prancha 4, Figura 2B) (SILVA et al., 2006).

3.3 BIOMATERIAIS DE ORIGEM VEGETAL

Biomembranas de latex natural da seringueira foram desenvolvidas no
Laboratério de Neuroquimica do Departamento de Bioquimica da Faculdade de
Medicina de Ribeirdao Preto da Universidade de Sao Paulo (Prancha 4, Figura 2C).
Segundo PAULO et al., (2005), esse material se comporta induzindo a formagao de
uma base de tecido conjuntivo/fibroso, capaz de suportar o conteudo abdominal,
mas nao se incorpora aos tecidos receptores, sendo eliminado aproximadamente
aos 14 dias apds a sua implantagéo.

Porém, RABELO et al., (2004), empregaram o latex em compdsito com tela
de néilon em herniorrafias em bezerras portadoras de hérnia umbilical e ndo houve
eliminacdo do material. Todas as propriedades observadas no material tém sido
atribuidas a presenga de um possivel fator de crescimento na sua composi¢éo, que
atuaria promovendo a neovascularizagdo, adesao celular e formagdo de matriz
extracelular.

PAULO et al., (2005) utilizaram latex de seringueira associados ou ndo com
polilisina e compararam com telas de polipropileno, concluindo similaridade da
capacidade na reparagao de defeitos abdominais em ratos.
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Prancha 4. Proteses de origem natural

A B C

Figura 1. Préteses cirargicas para tecidos moles, absorviveis, de origem biolégica. Em (A, B, e
C), biomembranas de colageno derivado de submucosa intestinal porcina e liofilizadas
(Cook sis technology®); Em (D), biomembrana de colageno extraido de tecido bovino
(Zimmer®), detalhe da estrutura em (E). Em (F), biomembrana de colageno derivado
de pericardio bovino (Synovis surgical innovations®); Disponiveis em:
www.cookbiotech.com, www.zimmer.com, www.synovis.com.

A B

Figura 2. Préteses cirlrgicas para tecidos moles, absorviveis, de origem biol6gica. Em (A),
biomembrana de coldgeno derivado de submucosa intestinal porcina e liofilizadas
(Genderm® Baumer ltda); Em (B), biomembrana de quitosana, estudo experimental.
Em (C), biocurativos de latex de seringueira (Biocure® - Pelenova); Em (D),
Biomembrana de colageno e quitosana, estudo experimental. Disponiveis em:
http://www.genius.ind.br/, www.techreview.com, www.cift.res.in,
www.revistapesquisa.fapesp.br, respectivamente.
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4. DISCUSSAO

Conforme DIBELLO et al., (1996), a obtencdo ou desenvolvimento de um
biomaterial para utilizacdo na parede abdominal deve seguir alguns conceitos:
prevenir a eventracdo, incorporar 0 remanescente da parede abdominal, prover
suporte muscular dinamico, promover a aproximagao livre de tensdo e assegurar
que a parede reconstruida tenha sua forga aumentada ao longo do tempo.

As telas de material sintético apresentavam maior resisténcia em relacéo aos
materiais naturais. No entanto, com novos métodos de preservacao e obtencao de
membranas bioldgicas, a resisténcia pode ser aumentada (GAMBA et al., 2002;
RIET et al., 2004). Em verdade, os materiais biol6gicos adaptam-se mais facilmente
como implantes e funcionam n&o apenas como arcaboug¢os para migracdo de
fibroblastos, mas também como sinalizadores celulares, proporcionando, muitas
vezes, o crescimento de tecido regenerado (GRECA et al., 2004; SILVA et al., 2006).

Em discordancia a colocacdo de PRISTA et al., (1990) de que o implante
deve funcionar apenas como um arcabougo ou suporte tempordrio a migragdo de
fibroblastos, as novas definicbes para biomateriais de Ultima geracao consideram
necessaria a estimulacédo, de alguma forma, na interface tecido/material:

Biomateriais modernos ndo devem apenas preencher espago, mas sim,
devem estar associados a uma resposta biolégica especifica, disparada por sinais
que incluem: correntes elétricas, distribuicdo eletrénica, conformacdo molecular,
estado de agregacdo ou propriedades fisico-quimicas locais particulares,
caracteristicas estas que podem ser introduzidas por arranjos especiais de grupos
funcionais sobre uma estrutura polimérica, rea¢des de reticulagdo, propriedades
particulares de superficies e arranjos macromoleculares (HENCH, 1998).

Além disso, os processos de tratamento, como o método alcalino (GOISSIS et
al., 1999), tratamento do latex da seringueira (PAULO et al., 2005) e outros para a
obtencao de biomateriais a partir de tecidos vegetais e animais podem ser mantidos
em controle de qualidade por caracterizagdes fisico-quimicas, seguindo normas de

producao e podem ser submetidos a esterilizagées de grau cirargico.
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5. CONCLUSOES

Os trabalhos revisados sugeriram que o desenvolvimento de novas técnicas
de alteracdo de tecidos organicos animais e vegetais proporcionaram melhor
aceitacao dos implantes pelos hospedeiros em relacdo aos materiais sintéticos. Isto
em virtude do conhecimento multidisciplinar acerca dos mecanismos antigénicos
presentes nos diversos materiais, das técnicas que possam modificd-los e da
manutencdo de estruturas moleculares que atuam como sinalizadores para a

proliferacao celular.

6. OBJETIVOS

Objetivou-se no presente trabalho processar biomembranas a partir de
centros tendinosos diafragmaticos de eqliinos em solugao alcalina por periodos de
24, 48, 72, 120 e 144 horas seguidas de liofilizacado e verificar as possiveis
alteragbes macro e microscépicas proporcionadas pelo tratamento. Em seguida,
implantar cirurgicamente na fascia interna do muasculo reto do abdome de equinos,
amostras tratadas em solucao alcalina por 72 horas seguida de liofilizacdo, amostras
tratadas em solucdo de glicerina a 98% e amostras apenas liofilizadas para serem
posteriormente retiradas com sete, 63 e 126 dias apds a implantagéo, para verificar
a formagdo de aderéncia tecidual, aspectos morfométricos e eventos

histopatoldgicos da cicatrizagao.
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CAPITULO 2 - OBTENGCAO DE BIOMEMBRANAS DE COLAGENO A PARTIR DE
CENTROS TENDINOSOS DIAFRAGMATICOS DE EQUINOS: CONSIDERACOES
SOBRE A VARIAVEL TEMPO NO TRATAMENTO ALCALINO DO MATERIAL

RESUMO

Neste trabalho, objetivou-se, a obtengédo de biomembranas a partir de centros
tendinosos diafragmaticos de equinos submetidos a solugbes alcalinas por
diferentes periodos de tempo. As amostras foram tratadas durante 24, 48, 72, 120 e
144 horas em solugdo alcalina, liofilizadas e analisadas quanto a flexibilidade,
viabilidade para sutura e homogeneidade. Em seguida, as amostras obtidas e o
material in natura foram caracterizados por calorimetria exploratoria diferencial,
microscopia eletrbnica de varredura e ensaio de degradagdo enzimatica pela
colagenase. As membranas tratadas por 72 horas em solucao alcalina se mostraram
mais homogéneas e flexiveis em relagcdo as membranas tratadas por tempos
menores e mais resistentes a sutura em relagéo as tratadas por tempos maiores em
solucdo alcalina. A calorimetria exploratéria diferencial demonstrou que nao houve
desnaturagao do colageno apos o tratamento alcalino. Concluiu-se que o tratamento
por 72 horas é o0 mais indicado para a implantagao cirurgica na parede abdominal de
equlinos.

Palavras-chave: membranas bioldgicas; tratamento alcalino; implante; analise

térmica, caracterizagdo fisico quimica.

ABSTRACT

The objective of this work was to obtaining biomembranes from equines tendineous
diaphragmatic centers submitted to alkaline solutions at different times. The samples
were treated during 24, 48, 72, 120 and 144 hours in alkaline solution and analyzed
the flexibility, viability for suture and homogeneity. After that, the samples and the
material in natura were characterized by diferential scanning calorimetry, scan ning
electronic microscopy and biological stability in vitro hydrolysis of collagen by
colagenase. The 72 hours alkaline treatment showed be intermediary in relation to
flexibility, suture resistance and homogeneity. diferential scanning calorimetry

demonstrated that the alkaline treatment did not have denaturated the collagen. It
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was concluded that the treatment for 72 hours is the most indicated for the surgical
implantation.
Key-words: biological membranes; alkaline treatment; implant; thermal analyses,

physical-chemical characterizations.
1. INTRODUCAO

1.1 COLAGENO

Os organismos animais pluricelulares sdo abundantemente constituidos de
colageno, cuja principal caracteristica € a formacao de fibras insoliveis com alta
resisténcia elastica. Além de seu papel estrutural nos tecidos, o colageno apresenta
também a func¢do de orientar tecidos em desenvolvimento (LEE et al., 2001).

Dentre os varios tipos de colageno existentes, o coldgeno do tipo I, 0 mais
abundante, tem como unidade basica o tropocolageno, uma macromolécula linear,
semiflexivel com cerca de 300 nm de comprimento e 1,5 nm de didmetro. O
tropocolageno é formado por trés cadeias polipeptidicas denominadas de cadeias «,
duas iguais (a1) e uma diferenciada (o2), contendo cada uma 1055 e 1029 residuos
de aminodcidos, respectivamente. A estrutura primaria destas unidades é
caracterizada pela repeticao do triplete Glicina (Gly), com contetudo de 33%, Prolina
(Pro), 12% e Hidroxiprolina (Hypro) 11%% (Prancha 5) (EASTOE, 1967).

Mediante interacdes entre as moléculas de tropocolageno, tem-se a formacao
de microfibrilas, as menores unidades estruturais do tecido conjuntivo que podem
ser vistas em microscépio eletrdnico de varredura como um filamento fino de 4 nm
(NIMNI et al., 1998).

Apés a formagdo das microfibrilas, inicia-se o0 processo de agregacao
denominado fibrilogénese para formar fibrilas insolliveis. Este processo in vitro,
mostrou-se ser dependente da temperatura, forca ibnica e acidez e as fibrilas
reconstituidas possuem caracteristicas estruturais idénticas daquelas formas in vivo
(AUBERTFOUCHER et al., 1992).

Como a formacgao das fibras no colageno do tipo | ocorre a pH 6,4, tem-se
neste valor a maxima interacdo eletrostatica entre as moléculas de tropocolageno,

fazendo com que a resultante de cargas na molécula seja igual a zero (PIEZ, 1982) .
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Prancha 5. Estrutura molecular do colageno

Figura 1. Estrutura do colageno: Em A e B, microscopia eletronica de transmisséo de fibra de
colageno do tipo I. Em C, representagdo esquematica de fibra de colageno composta
pela subunidade tropocolageno (D). Em E a formagao em hélice tripla das subunidades
do tropocolageno. Na imagem F a composicao pelos aminoacidos Glicina (Gly), Prolina
(Pro) e Hidroxiprolina (Hypro) das subunidades de tropocolageno. Disponivel em
http//fig.cox.miami.edu e http//wwwfac.mcdaniel.edu
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Por meio de reacbes de esterificacdo, pode-se modificar a resultante das
cargas produzindo matrizes carregadas positivamente (matrizes catidnicas). Sua
aplicagdo como biomaterial € restrita, ja que € um material altamente trombogénico
quando comparada com matrizes de carga nula (nativas) (REID et al., 1993).

A producao de matrizes carregadas negativamente (matrizes anibnicas) pode
ser feita por succinilacao, tratamento com glutaraldeido, desaminag¢ao do grupo e-
amino da lisina, protecao dos grupos guanidianos dos residuos de arginina ou por
meio da hidrélise seletiva dos grupos amida das cadeias laterais dos residuos de
asparaginas e glutamina da proteina. As matrizes aniénicas séo utilizadas como
suporte para crescimento celular e em sistemas de liberagcdo de farmacos (BET,
2000).

Até a década de 1980, a utilizagdo do coldgeno como biomaterial era restrita
a produgéo de fios cirdrgicos principalmente devido a dificuldade de sua obtengéo. A
partir de entdo, a introducdo de novos processos de obtengdo de colageno
associadas as novas potencialidades de aplicacdo tanto na medicina quanto na
odontologia, aumentaram significativamente o uso desta proteina como biomaterial
nas formas de membranas, tubos, pds, esponjas, solucdes injetaveis, entre outras
(GOISSIS et al., 1999).

Essas aplicacdes do colageno devem-se principalmente a algumas de suas
propriedades importantes no desenvolvimento de biomateriais, como: baixa resposta
imunoldgica; biodegradabilidade; habilidade em promover crescimento celular;
propriedades hemostaticas; susceptibilidade a modificacées quimicas (GOISSIS et
al., 1999).

Recentemente, seu uso vem aumentando consideravelmente como suporte
biodegradavel de crescimento celular na é&rea da engenharia de tecidos,
principalmente na forma de compositos colageno/elastina ou matrizes teciduais
desvitalizadas. A extensao do seu uso nesta area esta baseada no fato de que os
polimeros naturais que formam a matriz extracelular, as proteoglicanas, colagenos e
elastina, interagem com receptores especificos na superficie celular, participando
ativamente dos processos que regulam a expressao fenotipica da célula e, portanto,
na manutengédo ndo apenas da morfologia e fungao do tecido, mas também de sua
remodelagem (GRINNELL et al., 1999).
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Colageno soluvel é obtido por processos fisico-quimicos e pode ser utilizado
na forma de filme, esponja ou gel na liberacdao controlada de farmacos. Sua
combinagdo com fosfatos de célcio tem sido relatada em estudos de liberacao de
antibiéticos e na melhora da estabilidade dos lipossomas (GOISSIS et al., 1994). A
Tabela 1 apresenta algumas das aplicagdes biomédicas do colageno.

Tabela 1. — Possiveis aplicagdes biomédicas do colageno. Adaptado de GRINNELL et al.,
1999; GOISSIS et al., 1999.

FORMA APLICACOES
Colageno: ceramicas fosfatadas Reconstrugao de tecidos
Compositos Reconstrugdo dssea.
Esponjas Agentes hemostaticos
Gel de colageno injetavel Preenchimento

: A o Sistemas de liberagdo de
Membranas, esponjas, géis biodegradaveis

farmacos
Membranas Membranas periodontais
Proteses Valvulas cardiacas
Revestimento Proteses vasculares

Em busca de métodos de tratamentos para obtencdo de biomembranas,
(GOISSIS et al., 1999) utilizaram solucao alcalina em tecidos animais, o que reduziu
a imunogenicidade, em virtude da hidrélise dos grupos carboxiamidas (Figura 1) e
otimizou as propriedades piezoelétricas do colageno, atuando como estimulador
fisico-quimico do crescimento celular. Esta modificagdo conduz a um aumento total
de até 106 cargas negativas por unidade de tropocolageno apés tratamento alcalino
(BET et al., 2001). Porém, caracterizagdes fisico-quimicas por espectroscopia na
regido do infravermelho sugeriram que a estrutura em hélice tripla do tropocolageno
foi preservada durante a hidrolise (GOISSIS et al., 1999).
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Grupo carboxiamida
] OH"
—C-NH > —_ -
2 Meio Alcalino Coo + NH3
Grupo carboxilato
Colageno Colageno

Figura 1. llustracdo esquematica da hidrélise dos residuos de glutamina e asparagina presentes
no colageno em meio alcalino. Adaptado de BET et al., 2001.

2. OBJETIVOS

A partir destes dados, objetivou-se no presente trabalho processar
biomembranas, a partir de centros tendinosos diafragmaticos de eqliinos em solucao
alcalina em tempos pré-determinados (24, 48, 72, 120 e 144 horas) e verificar as
alteragdes macro e microscépicas mediante os seguintes parametros: flexibilidade e
viabilidade para sutura, manutencao de resisténcia a sutura e homogeneidade; e por
caracterizacoes fisico-quimicas: calorimetria exploratéria diferencial, microscopia

eletrdnica de varredura e ensaio de degradacao enziméatica por colagenase.
3. MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENGAO E PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Os centros tendinosos diafragmaticos foram obtidos de equinos que foram a
Obito por causa conhecida, com exclusdo das infecto-contagiosas e de animais
submetidos a eutanasia no Hospital Veterinario Governador Laudo Natel da
Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias de Jaboticabal. A retirada se deu, no
maximo, em trés horas apds os ébitos.

Os materiais foram preparados e caracterizados no Laboratério de Bioquimica
e Biomateriais do Instituto de Quimica de Sao Carlos — USP pelo aluno de mestrado
Mauro Henrique Lapena e pela Doutora Virginia da Conceicao Amaro Martins.

Apbs a remocdo, os centros tendinosos diafragmaticos foram lavados em
solugéo fisiologica a 0,9% e permaneceram imersos por quatros horas na mesma

solucéo, trocada a cada hora.
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Em seguida submeteu-se os centros tendinosos em solugdo alcalina contendo
dimetilsulfoxido e sais (cloretos e sulfatos) de sédio, potassio e calcio. Apos 24, 48,
72,120 e 144 horas de imerséo, os sais residuais foram removidos por trés lavagens
sucessivas com H3BO; 3% e EDTA 3%, congeladas gradativamente, sob
temperatura de 15°C por 12 horas e -15°C por 12 horas e liofilizadas até
apresentarem massas constantes, (GOISSIS, 1999), constituindo os grupos: G24,
G48, G72, G120, G144. As amostras nao tratadas foram designadas de grupo
controle (GC) (Figura 2).

Foram confeccionadas amostras retiradas em diferentes tempos de
tratamento a fim de verificar possiveis alteracbes morfolégicas apds tratamento
alcalino do colageno e decidir sobre qual seria mais adequada a utilizagao in vivo.
Para esta finalidade, levou-se em consideragao os seguintes aspectos: flexibilidade
e viabilidade para sutura, manutencdo de resisténcia mecanica a sutura e

homogeneidade.

Material in natura

Retirada de residuos sanglineos
(solucao fisioléaica por 4 horas)

Solucéo Alcalina

Apos
24 h 48 h 72h 120 h 144 h

[ac | [ e || a8 || e72 || e120 || e

Congelamento e Liofilizagao

Figura 2. Algoritmo de obtencao das amostras de biomembranas a serem caracterizadas.
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3.2 ASPECTOS MACROSCOPICOS

Homogeneidade das amostras: foram utilizadas dez amostras de cada tempo
de tratamento (5x5 cm), dividas em quatro quadrantes. Cada quadrante foi
inspecionado visualmente, com auxilio de lupa e recebeu a classificacdo: r —
predominio de areas rugosas; | — predominio de areas lisas; rl — equivaléncia entre
areas rugosas e areas lisas; i — indefinido. Para a amostra toda, considerou-se: R —
pelo menos trés quadrantes com predominio de areas rugosas; L — pelo menos trés
qguadrantes com predominio de areas lisas. RL — dois quadrantes com predominio
de areas rugosas e dois quadrantes com predominio de areas lisas. | — dois ou mais
quadrantes com areas indefinidas.

Flexibilidade e viabilidade para sutura: foram utilizadas dez amostras de (8x4
cm) de cada tempo de tratamento. As amostras foram hidratadas em solugéo
fisiologica 0,9% durante 15 minutos. Fixou-se uma extremidade das amostras em
prancha de isopor. Dobrando-se a amostra ao meio, somente com a utilizacdo de
pincas e porta agulhas, as extremidades foram unidas e suturadas em padrédo
simples continuo com fio de nailon. Durante o procedimento relacionou-se a
dificuldade em unir as duas extremidades com a flexibilidade da amostra,
classificando em 0 — extremamente fécil de unir; 1 - facil de unir; 2 — dificuldade
média de unir; 3 — dificil de unir; 4 — extremamente dificil de unir.

Resisténcia a sutura: foram utilizadas dez amostras de (4x4 cm) de cada
tempo de tratamento. As amostras foram hidratadas em solugao fisiolégica 0,9%
durante 15 minutos. Posteriormente uma das extremidades da amostra foi fixada em
suporte de metal com presilha Unica em contato com toda a sua superficie. Na
extremidade oposta foi fixada com fio de nailon distante 2 cm da borda, uma esfera
de chumbo com ponto simples. A esfera permaneceu fixada por 24 horas e sob
acao da gravidade, quando classificou-se a extensao do dano causado a amostra: 0
— nao houve dano; 1 — corte no tecido menor que 0,5 cm; 2 — corte no tecido maior
que 0,5 cm e menor que 1 cm; 3 — corte no tecido maior que 1 cm e menor que 2
cm; 4 — rompimento total. Todas as amostras foram posicionadas de modo a
manterem o mesmo sentido de direcionamento das fibras colagénicas e o fio de

sutura aplicado na posicao perpendicular as fibras;
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3.3 ANALISE TERMICA

Calorimetria exploratéria diferencial (DSC): utilizou-se aproximadamente 10
mg de amostras, que foram submetidas a fluxo de O, sob 10°C/min, com intervalo
de temperatura de 25 a 150°C.

A analise calorimétrica por DSC permite a medida de estabilidade das
estruturas helicoidais das moléculas de colageno, relativas a transigéo
colageno—gelatina. A quebra da estrutura da hélice tripla da lugar a uma estrutura
amorfa formada por cadeias polipeptidicas e de polipeptidicos (gelatina). Essa
transicdo aparece como uma descontinuidade na linha de base, que é proporcional a

diferenca na capacidade de calor antes e apés a desnaturacao (WENDLAND, 1986).

3.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

As amostras foram recobertas com uma camada de liga de ouro-paladio de
20nm, sobre as quais se aplicou feixe de elétrons de 20 keV, a fim de se observar as

caracteristicas microscépicas.

3.5 ENSAIO DE DEGRADAGAO ENZIMATICA POR COLAGENASE

Realizou-se ensaio de degradagdo enzimatica com colagenase de origem
bacteriana (Sigma tipo V - 435 unidades.mg™”), cuja solugdo foi preparada com
tampao tris-HCI 100mmol.L™”, pH 7,4, contendo 25 mmol.L™" de cloreto de calcio. A
solucéo final utilizada continha a concentragdo de enzima de 20Ul/mL.

As amostras GC, G24, G48, G72, G120 e G144 foram colocadas em tubos de
ensaio, aos quais se adicionou a solugdo na quantidade a se obter 20Ul de enzima
por miligrama de colageno. Em seguida os tubos foram submetidos em estufa
bacterioldgica (FANEN modelo 216) a 37°C durante 3 horas.

Apos serem retirados da estufa, os tubos de ensaio contendo as amostras
foram imediatamente submersos em agua a 50°C para a inativagcao da colagenase e
consequente término da hidrélise. Posteriormente a solugéo da enzima foi retirada e
adicionou-se agua deionizada nos tubos para retirada de residuos da enzima e de
sais da amostra e da parede dos tubos, repetindo-se esse procedimento cinco

vezes.
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A extensdo da digestdo enzimatica foi determinada pela diferengca de massa
das amostras antes e depois do tratamento enzimatico e os resultados obtidos pela
média de trés determinagdes independentes.

4. RESULTADOS

4.1 ASPECTO MACROSCOPICO

Homogeneidade das amostras: para o tratamento durante 24 horas, verificou-
se que 40% das amostras foram classificadas em | — um ou mais quadrantes com
areas indefinidas, 30% foi classificada em RL — dois quadrantes com predominio de
areas rugosas e dois quadrantes com predominio de areas lisas e 20% em R — pelo
menos trés quadrantes com predominio de areas rugosas. As amostras do grupo
tratado durante 48 horas apresentaram 30% classificadas em |, 30% classificadas
em RL, 20% em R e 20% em L — pelo menos trés quadrantes com predominio de
areas lisas. No tempo de tratamento por 72 horas obteve-se 80% em L e 20% em
RL. Nas amostras tratadas durante 120 e 144 horas 100% das amostras foram
classificadas em L.

Flexibilidade e viabilidade para sutura: as amostras tratadas em 24 e 48 horas
apresentaram 90% e 80% na classificacdo 3 — dificil de unir e 10% e 20% nha
classificagao 2 — dificuldade média de unir, respectivamente. As amostras tratadas
por 72 horas apresentaram 90% em classificacdo 1 — facil de unir e 10% em 2 —
dificuldade média de unir. As amostras tratadas em 120 e 144 horas apresentaram-
se 100% em classificagcdo 0 — extremamente facil de unir.

Resisténcia a sutura: no tratamento por 24 e 48 horas, 90% e 80% das
amostras, respectivamente, foram classificadas em 0 — ndo houve dano e 10% e
20% classificadas em 1 — corte no tecido menor que 0,5 cm. Para o tratamento de
72 horas, 60% das amostras foi classificada em 0, 30% em 1 e 10% em 2 — corte no
tecido maior que 0,5 cm e menor que 1 cm. As amostras tratadas em 120 horas
apresentou 70% das amostras em classificagcdo 3 — corte no tecido maior que 1 cm e
menor que 2 cm, 20% em 2 — corte no tecido maior que 0,5 cm e menor que 1 cm e
10% em 4 — rompimento total. As amostras tratadas durante 144 horas

apresentaram 80% em 3 e 20% em 4.
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4.2 ANALISE TERMICA

As curvas de calorimetria exploratéria diferencial permitiram comprovar que o
colageno nao foi desnaturado durante o tratamento alcalino. Ha deslocamento da
linha de base dos graficos, o que denota desnaturacao protéica apds submissdo em

temperatura controlada (Prancha 6, Figura 1).

4.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

As fotomicrografias ilustram que as matrizes tém aspecto irregular, com zonas
bastante densas e outras menos densas com a presenga de arranjos de fibras
randomicamente dispostos, mas compactos em alguns pontos. Observou-se,
também, que o aumento do tempo de tratamento proporciona expansado das zonas
menos densas, como pode ser comparado entre as fotomicrografias da amostra nao

tratada com a tratada por 48 horas (Prancha 6, Figura 2).
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Prancha 6. Analise térmica e microscopia eletrénica de varredura
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Figura 1. Grafico das curvas de calorimetria exploratoria diferencial com as respectivas
temperaturas de desnaturagdo do colageno para as amostras dos grupos controle
(GC), tratados por 24 horas (G24), 48 horas (G48), por 72 horas (G72), por 120 horas
(G120) e por 144 horas (G144). Fluxo O,, sob 100C/min, com intervalo de temperatura
de 25 a 80°C.

Figura 2. Fotomicrografias das amostras de centro tendinoso diafragmatico eqiino. Em (A)
material in natura (n&o tratado em solugao alcalina. Em (B) material tratado em solugao
alcalina por 48 horas. Observa-se a expanséo das zonas menos densas do material em
virtude do tratamento em solugao alcalina (vetores de sentido duplo). Aumento de 500
vezes.
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4.4 ENSAIO DE DEGRADAGCAO ENZIMATICA POR COLAGENASE

Observou-se que o aumento do tempo de tratamento proporcionou diminuigao
da resisténcia frente a degradacdo enzimatica por colagenase das amostras,

conforme a média dos valores tabulados na Tabela 2.

Tabela 2. Médias e desvios padrdes das porcentagens de massa degradada das amostras
obtidas a partir de centro tendinoso diafragmatico de equinos, submetidas a
solugéo de colagenase durante 3 horas.

Amostras* Degradacao (%)
GC 18,3+ 1,4
G24 17,8 £ 2,3
G48 12,6 £1,9
G72 25,1 £2,0

G120 35,6 +1,3
G144 38,8+3,5

*Médias obtidas em triplicata

5. DISCUSSAO

No presente trabalho, verificou-se que o tempo de tratamento em solucéo
alcalina é diretamente proporcional a flexibilidade e homogeneidade e, inversamente
proporcional & resisténcia & sutura e enzimética das amostras. E provavel que estes
resultados tenham relacdo com o aumento das zonas menos densas do material,
que se expandiram, também, em fungdo do tempo de tratamento alcalino, pois a
diminuicdo de massa, de interagées moleculares e aumento de superficie de contato
diminuem a capacidade ténsil e proporcionam melhor interacdo entre as enzimas e
os tecidos (HENCH et al., 2006).

No entanto, COSTA et al., (2005) comparam a tensao de ruptura de amostras
de pericardio bovino decelularizado por solucao alcalina com amostras nao tratadas.
Foi observado que a tenséo de ruptura e energia para o rompimento do grupo nao
tratado sdo significativamente menores, mesmo havendo diferengca de espessuras

das amostras dos dois grupos. Esse resultado é conflitante, pois existe uma
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correlacao linear entre espessura e indice de tenacidade, atribuindo-se, portanto, a
presenga de células, o aumento da resisténcia das amostras, corroborando com a
hipétese de GOISSIS et al. (1999).

Apesar de nao ter sido observada relacao linear nos tempos propostos para o
tratamento alcalino com os parametros medidos para caracterizagdo macroscépica
das amostras, notou-se que, em tempos superiores a 72 horas, a expansao das
zonas menos densas era muito superior e que a resisténcia diminuia
consideravelmente. Em tempos inferiores a 72 horas a flexibilidade da amostra nao
se adequava a manipulagao do cirurgido.

Porém, o tratamento em solugdo alcalina ndo alterou a molécula de
tropocolageno, conforme observado por calorimetria exploratéria diferencial, sendo
importante para demonstrar que ndo ha dependéncia do tempo de tratamento para
se obter biomembranas que conservem moléculas da matriz extracelular,
sinalizadoras de crescimento de células do organismo receptor do implante
(GOISSIS, 1999; BET, 2000).

6. CONCLUSOES

Concluiu-se, portanto, que a flexibilidade, homogeneidade e resisténcia das
amostras variaram em fungdo do tempo de tratamento. E que para utilizagdo em
parede abdominal de equinos, seria viavel a utilizacdo do tratamento alcalino em
periodo intermediario aos propostos, ou seja, por 72 horas, levando-se em conta a
exigéncia ténsil do material e a facilidade de manipulag¢do pelo cirurgido.
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CAPITULO 3 - IMPLANTACAO EXPERIMENTAL DE BIOMEMBRANAS
COLAGENICAS TRATADAS EM SOLUGAO ALCALINA POR 72 HORAS, NA
PAREDE ABDOMINAL DE EQUINOS: ESTUDO COMPARATIVO COM
CONTROLE POSITIVO E BIOMEMBRANAS CONSERVADAS EM SOLUCAO DE
GLICERINA A 98%

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi o de avaliar a integracdo tecidual e a
biocompatibilidade de biomembranas de colageno anibnico obtidas de centro
tendinoso diafragmatico de equinos e tratadas em solucdo alcalina por 72 horas.
Foram utilizadas membranas nao tratadas e membranas tratadas em solugdo de
glicerina a 98% como controle e comparativo para as membranas em estudo, as
quais foram implantadas na fascia interna do musculo reto do abdome de eqliinos e
observadas aos sete, 63 e 126 dias pods-operatérios. Avaliou-se a formagao de
aderéncias durante a retirada dos implantes, aspectos morfométricos e alteragbes
histopatoldgicas da cicatrizacdo. Foram observadas diferencas (P<0,05) quanto a
capacidade de indugao de processo inflamatorio e integragao tissular, concluindo-se
que as membranas de colageno anidnico estimularam processo inflamatério menos
intenso em relacdo ao processo inflamatério crdnico proporcionado pelas amostras
nao tratadas e tratadas em glicerina.

Palavras-chave: coldgeno; integragdo tissular; equinos; biocompatibilidade;

morfometria; cicatrizagao.

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the tissue integration and biocompatibility
of anionic collagen biomembranas gotten from tendineous diaphragmatic center of
equines and treated in alkaline solution by 72 hours. Not treated and glycerin solution
98% treated membranes were used as control and comparative degree for the
membranes in study. The three membranes types were implanted in the internal
fascia of recto abdominis muscle of equines during seven, 63 and 126 days. It was
evaluated tacks formation during the withdrawal of the implantations and the healing

morphometry aspects. Differences of inflammatory process induction and tissue
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integration had been observed, concluding that the membranes of anionic collagen
had stimulated less intense inflammatory process in relation to the chronic
inflammatory process proportionate by not treated and glycerin treated samples.
Key-words: collagen; tissue integration; equines; biocompatibility; morphometry;
healing.

1. INTRODUCAO

1.1 INTERFACE TECIDOS/BIOMATERIAIS: DEFINICOES E CONCEITOS

O fundamento basico da producdo de biomateriais € o desenvolvimento e
tratamento de materiais para interagcdo com sistemas biol6gicos de maneira a
otimizar a implantagdo de préteses, tornando-as biocompativeis, bioativas ou ainda,
biodegradaveis, dependendo da utilizagdo. Inicialmente, biocompativel era
considerado o material totalmente inerte ao organismo vivo, ou seja, ndo haveria
resposta organica a presenca do implante. No entanto, percebeu-se que qualquer
material sempre proporciona algum tipo de resposta no organismo hospedeiro, ndo
havendo possibilidade de inerticidade de um biomaterial. Por outro lado, em muitas,
sendo na maioria dos casos, ha necessidade de interacdo do material com o0s
tecidos circunvizinhos, seja estimulando o crescimento celular, servindo de suporte e
influenciando fenémenos fisico-quimicos, entre outros (HENCH et al., 2006).

Portanto, biocompatibilidade sé poderia ser definida pelo entendimento global
sobre as varias formas de interagdo dos organismos com um determinado material,
dando-se énfase especial a interface tecido/implante. Contudo, a classificagdo de
um material como biocompativel ou ndo, deve levar em consideracdo a espécie
animal, raca, idade, sexo e as reagdes individuais, entre outras (WILLIAN, 1987).

De forma geral, existem quatro categorias da interacdo tecidos e materiais,
que definem, resumidamente, o conceito de biocompatibilidade a ser aplicado aos
diversos biomateriais (HENCH et al., 2006) fenémenos fisico-quimicos de interface
relacionados com os primeiros instantes de contato entre biomaterial, tecido e
ambiente de implantagéo; respostas dos tecidos e meio organico a presenga do
material; mudancas ocorridas nos materiais como resultado da acdo do meio (tecido,

fluidos orgéanicos) sobre o material (degradacao e corrosao), e reacoes sistémicas
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ou de alguma parte especifica do organismo, nao diretamente em contato com o
implante.

A partir da década de 1970, foi associada a capacidade de materiais
especificos se ligarem, ou aderirem a tecidos vivos. De forma mais abrangente,
pode-se definir bioatividade como a capacidade dos materiais de interagirem com
tecidos vivos de tal modo a estimular processos fisico-quimicos inerentes a sistemas
bioldgicos que favore¢cam a integragdo do biomaterial no ambiente receptor. Nesse
sentido, materiais biodegradaveis apresentam um grau de bioatividade tal que sua
interagdo com o ambiente de implantagdo leva a degradagdo ou solubilizagdo
desses (HENCH, 1998).

1.2 PROCESSO INFLAMATORIO RELACIONADO COM A PRESENCA DE
BIOMATERIAIS

Inflamagédo pode ser conceituada como um conjunto de fendbmenos
bioquimicos, morfoldgicos e fisiologicos sucessivos, ativos e complexos, pelos quais
se exterioriza a reacdo vascular e tissular dos tecidos vivos a qualquer agressao,
cujos objetivos finais sdo dominar, minimizar, enclausurar, neutralizar, destruir e
eliminar a causa da agressao e induzir reparagao (reposicdo de células sadias,
oriundas do epitélio adjacente — reepitelizacao; do parénquima — regeneracao; ou do
estroma — cicatrizacdo) (COTRAN et al., 2000).

A implantacéo cirurgica de biomateriais é por si s, suficiente para gerar um
processo inflamatério, j4 que o trauma da incisdo necrosara células. As propriedades
fisicas e quimicas dos compoésitos de biomateriais, assim como a topografia e forma
do material na interface com os tecidos, ajudardo a definir o tipo, a intensidade e a
duracgéao da resposta inflamatéria (HENCH et al., 2006).

O tecido de granulacédo e as células gigantes tipo corpo estranho poderao
compor a reagdo quando o organismo reconhece no implante um corpo estranho.
Por outro lado, pode haver interacdo do implante com o tecido, cuja resposta
inflamatéria seja minima, com rapida absorcao das células inflamatérias, gerando
apenas uma capsula de tecido conjuntivo fibroso proporcional ao dano causado aos
tecidos vizinhos (HENCH et al., 2006), conforme pode ser visto na Prancha 7.
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Prancha 7. ReacoOes organicas a implantacdo de biomateriais

Ex.: aco carbono
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1. Fluxograma das respostas inflamatérias quando biomateriais sdo introduzidos em
um organismo vivo. Adaptado de HENCH et al., (2006). PMMA - Polimetilmetacrilato
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1.3 ATIVIDADE CELULAR DURANTE O PROCESSO INFLAMATORIO

As células do tecido conjuntivo sdo fibroblastos, macréfagos, mastdcitos,
plasmacitos, células adiposas e leucécitos. Algumas células do tecido conjuntivo se
originam localmente, enquanto outras, como os leuc6citos, vém de outros locais e
séo habitantes temporarios desse tecido. As células do conjuntivo tém a capacidade
de se multiplicarem para regenerar o tecido destruido, pois esse tipo de tecido é
dotado de grande capacidade de regeneragcdo, constituindo as cicatrizes
(ANSTEAD, 1998).

Os fibroblastos sintetizam as fibras coldgenas e elésticas, as glicoproteinas e
as proteoglicanas da matriz extracelular, sendo a célula mais ativa geralmente
denominada de fibroblasto, enquanto a quiescente é conhecida como fibrécito
(LEMOS, 2002).

H& uma célula que tem caracteristicas intermediarias entre o fibroblasto e a
célula muscular lisa, o miofibroblasto. Este participa do fechamento dos ferimentos,
pela contracao da cicatriz formada. Essa célula tem a morfologia de um fibroblasto,
mas contém maior quantidade de actina (microfilamentos) e de miosina. No tecido
conjuntivo de adulto, os fibroblastos ndo se dividem com freqiiéncia, entrando em
mitose apenas quando ocorre uma solicitagdo, como por exemplo, nas lesdes do
tecido conjuntivo (ANSTEAD, 1998).

Ao conjunto de células da medula 6ssea que sao precursoras dos monaocitos,
mais os proprios mondcitos e os macréfagos, denomina-se sistema fagocitario
mononuclear. Portanto, o monécito e o macréfago sdo a mesma célula, em
diferentes fases de maturagcdo. Durante o processo de transformacdo do mondcito
em macrofago, ocorre aumento da sintese protéica, do tamanho da célula, do
tamanho do aparelho de Golgi, do nucleo de lisossomos, dos microtubulos e
microfilamentos (BIANCO et al., 2001).

O macréfago € uma célula muito ativa na movimentagdo amebdide, com
grande capacidade de fagocitose, morfologia variavel conforme seu estado funcional
e sua localizacao, nucleo ovéide ou em forma de rim, com cromatina condensada.
Tem importante papel na remog¢éo de restos de células, de elementos extracelulares
que se formam nos processos involutivos fisiologicos e de material extracelular

alterado. Influenciam a atividade celular e a homeostase em varios tecidos, sdo
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células apresentadoras de antigenos para o reconhecimento inicial e remogao de
células senescentes e providenciam uma linha frontal de defesa contra antigenos
invasores e células tumorais recém-formadas (GORDON et al., 1988).

Além das moléculas envolvidas nos mecanismos microbicidas e citotoxicos,
os macréfagos secretam uma série de citocinas regulatérias, como fator de necrose
tumoral alfa, interleucinas e fator de crescimento de fibroblastos. Essas citocinas
podem exercer efeitos autdcrinos ou paracrinos, controlando a proliferacao,
diferenciacdo e funcéo efetora dos proprios macréfagos, linfocitos e outras células
envolvidas na resposta imunoldgica (GORDON et al., 1988).

Os macréfagos interagem com outras células e com a matriz extracelular em
diversas situacdes durante sua ontogenia e diferenciacédo, assim como em resposta
a estimulos fisiolégicos apropriados. Sua habilidade de interagir com moléculas da
matriz extracelular, tais como colageno, laminina e fibronectina, é um fator
determinante para o desenvolvimento de suas funcbes. Essa interacdo permite que
as células possam aderir-se e espraiar-se sobre a matriz e acontece via receptores
especificos presentes na membrana celular, entre os quais destacam-se as
integrinas. Além de serem receptores de adesao, as integrinas funcionam como
transdutores de sinal via fosforilagdo de residuos de tirosina. Assim, a interagcao dos
receptores integrinicos com seus ligantes na matriz extracelular desencadeia uma
série de cascatas de sinalizacao intracelular, influenciando a expressao génica e
regulando, dessa forma, processos como crescimento celular e apoptose (ABBAS et
al., 2000).

Os linfocitos sdo exemplos de células do sistema imune que reconhecem
antigenos estranhos, proteinas sanguineas, e respondem com barreiras fisico-
quimicas. As respostas imunes especificas sdo mediadas pelos linfécitos, as unicas
células do organismo capazes de reconhecer e distinguir especificamente

determinantes antigénicos diferentes (ABBAS et al., 2000).

1.4 POTENCIAL CARCINOGENICO DOS BIOMATERIAIS

Os mecanismos de inducao de formagdes neoplasicas pelos biomateriais nao
sdo conhecidos, mas acredita-se que os fatores ja estabelecidos que induzem

diferenciacoes celulares devam ocorrer em conseqléncia dos implantes. A partir de
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estudos sobre formacao de tumores, podem-se compilar as caracteristicas das
substancias envolvidas com alteracdes celulares (SATO, 2002): As substancias sao
de estrutura diversa e incluem produtos naturais e sintéticos; Alguns sao reagentes
diretos, enquanto outros necessitam de conversdo metabdlica; Alguns
carcinogénicos quimicos sao eletrofilos altamente reativos (possuem atomos
deficientes em elétrons); Diversos carcinogénicos quimicos podem atuar em
conjunto ou com outros tipos de influéncias carcinogénicas; Materiais implantados
podem liberar subprodutos ou reagir com substancias organicas e formar
carcinogénos; Materiais implantados podem atuar como agentes fisicos na indugao
de neoplasias; Os agentes fisicos e/ou quimicos podem promover alteragdes no
DNA; Os agentes fisicos e/ou quimicos podem ativar os oncogenes ou suprimir a
atividade dos genes supresores de tumores.

No trabalho de SUZIGAN et al., (2001), no qual se utilizou colageno aniénico
recobrindo malhas de polipropileno, verificou-se metaplasia 6ssea das células
musculares da parede abdominal, atribuindo-se esse resultado a caracteristica

osteoindutora do colageno.

2. OBJETIVOS

Objetivou-se verificar e quantificar o processo inflamatério e outras alteracoes
patolégicas envolvidos na implantacdo de membranas tridimensionais de colageno
tratadas em solucdo alcalina durante 72 horas. Foram utilizadas amostras nao
tratadas e amostras tratadas em glicerina a 98% como comparativos para avaliagao

do processo inflamatério e integragdo com tecidos circunvizinhos.
3. MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS, ALIMENTACAO E ACOMODAGOES

Foram utilizados seis equinos, trés machos e trés fémeas, sem raga definida,
adultos e higidos. Os animais foram avaliados clinicamente, medicados com
ivermectina e submetidos a um periodo de adaptagéo alimentar e de manejo de dez
dias.

Os eqlinos permaneceram em piquetes durante todo o periodo de
experimentacdo, salvo durante o jejum alimentar e hidrico pré-cirirgicos e a
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recuperacao poés-operatoria, durante os quais permaneceram em baias do Hospital
Laudo Natel da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de Jaboticabal.

Foram alimentados diariamente com feno, ragéo para equinos e agua a vontade.

3.2 OBTENGAO DAS AMOSTRAS

Os centros tendinosos diafragmaticos foram obtidos de equinos que foram a
Obito por causa conhecida, com exclusdao das infecto-contagiosas, e de animais
eutanasiados no Hospital Veterinario Laudo Natel da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias de Jaboticabal.

Ap6s a remogao, os centros tendinosos diafragmaticos foram lavados em
solugéo fisiolégica a 0,9% e permaneceram imersos por quatro horas na mesma
solugdo, trocada a cada 1 hora. Uma parte das amostras foi submetida a
congelamento gradativo, sob temperatura de 15°C por 12 horas e -15°C por 12
horas. Em seguida, foram liofilizadas até apresentarem massas constantes e
esterilizadas em éxido de etileno, constituindo o grupo controle (Grupo GC). Outra
parte das amostras foi submetida a solucdo de glicerina a 98% durante 60 dias,
conforme metodologia descrita por DALECK et al., (1992), constituindo o grupo
glicerina (GG).

Para obter as amostras do grupo experimental (GE), tratou-se em solucao
alcalina contendo dimetilsulféxido e sais (cloretos e sulfatos) de sédio, potassio e
célcio. Ap6s 72 horas de imersédo, os sais residuais foram removidos por trés
lavagens sucessivas com H3BO3 3% e EDTA 3%, congeladas gradativamente
conforme realizada com as amostras do grupo controle, liofilizadas e esterilizadas
em Oxido de etileno, conforme ilustrado na Figura 1 (GOISSIS et al., 1999).
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Material in natura

Retirada de residuos sangiiineos | Glicerina (98%) Grupo Glicerina (GG)
(solucao fisiolégica por 4 horas) 60 dias

Solugao Alcalina

72 horas
Congelamento Congelamento
€ e
Liofilizacéo Liofilizacao

Grupo Controle (GC) Grupo Experimental (GE)

Esterilizacdo em 6xido de etileno

Figura 1. Algoritmo de obtencao das amostras de biomembranas a serem implantadas.

3.3 ANALISE DA CAPACIDADE DE HIDRATACAO DAS AMOSTRAS EM
FUNCAO DO TEMPO

Em virtude da desidratacdo ocasionada pela liofilizacao, estudou-se o tempo
necessario para a hidratacdo das amostras do grupo controle e do grupo
experimental em tampéo fosfato, para posterior implantacao nos animais.

O tampao fosfato salino (PBS) foi preparado adicionando-se 0,67 mL de
H3PO4, 7,02g de NaCl e 0,20g de KCI em 800mL de agua destilada. Em seguida,
ajustou-se o pH desta solugdo para 7,4 com solugdo de NaOH e completou-se o
volume para um litro, com agua destilada, sendo a solugdo armazenada sob
refrigeracao (5°C).

Em seguida, aferiu-se a massa de todas as amostras, que foram colocadas
em solucdo tampao, na qual permaneceram imersas em tempos pré-determinados,

variando de trés a noventa minutos.
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Apos serem retiradas da solucao, as amostras foram colocadas entre duas
folhas de papel filtro e mantidas sob o peso de um objeto de 60g, durante 3 minutos,
a fim de se retirar 0 excesso de agua superficial e estabelecer um padrao para a
coleta de dados. Para cada grupo utilizou-se 10 amostras.

A quantidade de tampéo absorvida foi calculada pela equagéo a seguir:

CH = MMOO
m

u

na qual: CH é capacidade hidratacdo (expresso em porcentagem) e mu e ms sao as

massas das matrizes Umidas e secas respectivamente.

3.4 IMPLANTACAO EXPERIMENTAL

O procedimento experimental envolvendo a utilizagdo de animais foi
submetido e aprovado pela COMISSAO DE ETICA E BEM ESTAR ANIMAL, sob
protocolo n° 005024-05, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de
Jaboticabal — UNESP.

Para o procedimento realizou-se a tranquilizagdo dos animais com maleato de
acepromazina (0,10mg.kg” por via intravenosa), indugdo da anestesia com éter
gliceril guaicol (50mg.Kg"') associado a tiopental sédico (19.200Kg™ por via
intravenosa) e a manutengdo da mesma por via inalatéria com halotano, vaporizado
em oxigénio a 100% em circuito semi-fechado.

Apds tricotomia e anti-sepsia, foram feitas trés incisbes cutaneas
paramedianas, divulsdo do subcutaneo, afastamento das fibras do musculo reto
abdominal, exposicao da fascia interna do musculo reto do abdome e retirada de
trés fragmentos (2x3cm) desta, para a fixagdo de uma amostra (2x3cm) de cada
grupo, com sutura padrdo continuo simples com fio poliglactina 910 n°0. A fascia
externa foi suturada em padrao continuo simples e a pele suturada em padrao
colchoeiro horizontal continuo, ambas com fio monofilamentar de poliamida 2-0. No
periodo poés-cirirgico imediato, os animais receberam penicilina procaina (22.000
Ul.kg™) por via intramuscular a cada 24 horas, durante trés dias consecutivos.

Em cada animal, foi feito, portanto, trés blocos cirurgicos constituidos por

amostras dos trés grupos, em posicdo alternada, de forma a minimizar o erro
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experimental, totalizando nove amostras por animal (Prancha 8, Figura 1 (A e B) e
Figura 2A. As amostras do grupo GG foram submetidas a solucdo de antibitico
durante 15 minutos, em seguida foram lavadas com solugéo fisiolégica 0,9%, antes
da implantacéo (Figura 2B).

Nas primeiras 12 horas poés-cirdrgicas, os animais permaneceram em baia e
receberam feno e agua a vontade. Decorrido este periodo, foram colocados em
piquetes, recebendo agua a vontade, feno e racdo. Em virtude da possivel
contaminacdo da ferida cirdrgica durante a estada nos piquetes, realizou-se
diariamente a limpeza da ferida cirurgica com liquido de Dakin, aplicagdo de tintura
de iodo a 2% e aplicacido de repelente ao redor da ferida, durante oito dias
consecutivos, quando foram removidas as suturas de pele.

Apéds as intervengbes cirdrgicas, os animais foram avaliados clinicamente a
fim de se verificar o estado de saude dos mesmos e prevenir complicacoes,
considerando-se o0s seguintes parametros: freqliéncias cardiaca e respiratoria,
tempo de preenchimento capilar, temperatura retal, avaliagdo de mucosas e

condicbes de cicatrizacao da ferida cirdrgica.
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Prancha 8. Procedimento de implantacdo das amostras

Figura 1. Em (A), esquema representativo das amostras implantadas na fascia interna do
musculo reto do abdome dos eqliinos. Alternou-se a posicdo das amostras dos trés
grupos, conforme a variagdo de cores na ilustragdo. Em (B), fotografia Digital do
abddmen de eqiino apds o procedimento cirdrgico de implantagao e sutura da pele.

Figura 2. Aspecto das amostras recém implantadas na fascia interna do muasculo reto do abdome
(A). As amostras foram colocadas em uma distancia minima de 4 cm em relagédo as
adjacentes do mesmo bloco de implantes. Em (B), amostras do grupo 2 submetidas a
solugéo de antibitico 15 minutos antes da implantagao.
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3.5 RETIRADA DOS IMPLANTES E TECIDOS ADJACENTES

O primeiro bloco foi retirado sete dias ap6s a implantagéao, o segundo apés 63
e o terceiro apds 126 dias de implantagdo, seguindo-se 0s mesmos protocolos
anestésico e cirlrgico descritos para a implantacao das amostras.

Durante a retirada das amostras, avaliou-se no ato cirdrgico a ocorréncia de
aderéncia tecidual sobre o implante, segundo a classificagao: aderéncia minima (+),
ou seja, liberacdo da amostra dos tecidos adjacentes por dissecacdo romba
delicada; aderéncia moderada (++), quando da liberacdo da amostra dos tecidos
adjacentes por dissecacado romba grosseira; aderéncia maxima (+++), quando da
impossibilidade de liberacao por dissecacao romba (SUZIGAN et al., 2001).

3.6 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

Os fragmentos retirados cirurgicamente foram fixados em solucdo de
formalina (10%), tamponada com fosfato (pH 7,2) por pelo menos 24 horas. Apés
esse periodo, o material foi processado para inclusdo em parafina. Foram feitos
cortes seriados de 5 ym de espessura e coloragdo com hematoxilina-eosina (HE),
Tricrébmio de Gomori e Von-Kossa, sendo os cortes avaliados sob microscopia éptica
e graduadas por um patologista ndo conhecedor de suas identidades, com
graduagbes de alteragbes histologicas descritas na Tabela 1, além de outras
possivelmente observadas pelo patologista.

A andlise microscopica foi acrescida de dados objetivos obtidos por meio de
histometria. Para tanto, utilizou-se microscépio binocular (Olympus BX 60 s.r) com
equipamento para fotomicrografia, camera de captacdo de imagem e analisador de
imagens (Image Pro-plus. Cybernetics. Califérnia, USA). De cada corte histologico
foram escolhidos 20 campos aleatérios (area estabelecida de 23089,96 p?.m-1 por
campo).
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Tabela 1. Alteragbes histopatolégicas examinadas nas laminas preparadas a partir da
retirada de amostras dos grupos controle, glicerina e experimental implantadas no
reto do abdome de equinos. Distribuicdo em ordem alfabética.

Achados ao exame histolégico

Avaliacao do processo inflamatério  Avaliagdo de metaplasia

Capsula Fibrosa Mineralizacao
C.G.M* Tecido ostedide
Fibroblastos Osteoblastos
Macréfagos Osteoclastos
Neovascularizagéo Osso primario

Polimorfonucleares
Mononucleares

Outros achados** Outros achados**

* Célula gigante multinucleada

** Possiveis varidveis ndo previstas

3.7 DELINEAMENTO

Foi utilizado delineamento inteiramente casualisado em esquema fatorial trés
por trés, com os fatores grupo controle, grupo glicerina e grupo experimental e
coletas das amostras aos sete, 63 e 126 dias pos-implantagdo. Analisou-se, também
a interacao dos fatores estudados com o sexo dos animais.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada analise de normalidade dos erros estudentizados (teste de
Cramer-Von Mises) e de homogeneidade de variancias (teste de Brown-Forsythe).
Apo6s verificacdo do atendimento dessas pressuposicoes, os dados foram
submetidos a andlise de variancia empregando-se o General Linear Model do
programa SAS® (SAS, 1999) e, em caso de diferenca (P<0,05), as médias foram
comparadas pelo teste Tukey, considerando-se o nivel de 5% de probabilidade.
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4. RESULTADOS

4.1 ANALISE DA CAPACIDADE DE HIDRATACAO DAS AMOSTRAS EM
FUNCAO DO TEMPO

Os dados sobre a capacidade de hidratagdo das amostras do grupo controle
(GC) e do grupo glicerina (GE) estdo compilados na Tabela 2 e na Figura 2. Quando
se observa os resultados em 90 minutos de imersdao, o grupo controle (GC)
apresenta uma capacidade de 70% de hidratagdo, ao passo que O grupo
experimental (GE) chega a 90%. O resultado apresentado aos noventa minutos pelo
GC é o mesmo que perdurou a partir dos 20 minutos de imerséo, sugerindo que
70% ¢é o limite ou pelo menos esta préximo da capacidade maxima de hidratacgao.

O GE apresentou a capacidade de hidratacdo préxima dos 90% a partir dos
10 minutos de experimento, sugerindo, da mesma forma, ser a capacidade maxima

de absorgao de liquido.
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Tabela 2. Médias e desvios padrbes da capacidade de hidratagdo das amostras de
biomembranas dos grupos controle e experimental, imersos em solu¢cdo tampéao
fosfato durante periodos que variaram de trés a 90 minutos.

Hidratacao (%)

Tempo (min) Grupo controle Grupo Experimental
3 27,20 £ 1,80 33,90 £ 1,35
5 39,48 + 2,30 58,64 £ 1,97
10 52,28 + 1,76 88,32 + 2,98
15 62,43 + 3,14 89,21 £2,13
20 72,73 £ 3,48 88,39 + 1,82
25 71,90 £ 3,12 89, 11 £2,33
30 72,10 + 2,41 89,16 £1,52
45 71,31 £1,26 88,46 £ 2,31
60 71,70 £ 2,10 88,65 + 1,98
90 72,35+ 3,13 89,24 + 2,40

* médias obtidas a partir de 10 repeticdes
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Figura 2. Gréfico ilustrativo da capacidade de hidratagdo das amostras dos grupos controle (GC)
e experimental (GE). Cada circulo, ou quadrado nas linhas do gréfico representa a
média a partir de dez amostras. Ensaios realizados com imersdo das amostras em
tampao fosfato salino, pH 7,4, durante periodos de tempo que variaram de trés a 90
minutos.
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4.2 AVALIACAO CLINICA

Durante todo o periodo de experimentagdo nao foram observadas alteragdes
clinicas dignas de nota. Dois animais sofreram perda de 5% do peso vivo apds o
primeiro procedimento cirdrgico, no entanto, retornaram ao peso inicial em dois

meses, permanecendo saudaveis.

4.3 AVALIAGCAO CIRURGICA

Os resultados da classificagdo do nivel de dificuldade de retirada por
dissecacao das amostras estdo expostos na Tabela 3.

Observou-se que as amostras tratadas em solugdo alcalina foram liberadas
dos tecidos com maior facilidade em relagcdo ao grupo controle e ao grupo tratado
em glicerina a 98%. As amostras retiradas apds 126 dias nao foram classificadas
segundo o critério proposto, uma vez que os fragmentos nao eram visiveis

macroscopicamente.

Tabela 3. Classificagdo do nivel de dificuldade de retirada das amostras dos grupos
controle, glicerina e experimental, implantados na parede abdominal dos equinos.

7 dias 63 dias
Animal GC GG GE GC GG GE

1 +++  ++ + +++  ++ +
2 +++  ++ + +++  HH+ ++
3 +++  ++ + +++  ++ +
4 +++ + + +++  ++ ++
5 +++  ++ + +++ 4 +
6 +++  ++ + +++  ++ +

+ Aderéncia Minima — Liberagao por dissecagao romba suave
++ Aderéncia Moderada — Liberagao por dissecagdo romba agressiva
+++ Aderéncia Maxima — Nao liberada por dissecagdo romba
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4.4 AVALIAGAO HISTOPATOLOGICA

4.4.1 POLIMORFONUCLEARES

Na contagem de polimorfonucleares houve diferenga (P<0,05) entre os
tratamentos e para a interag@o entre os tratamentos e os periodos de coleta (Tabela
4). Fotomicrografias dos implantes contendo infiltrado inflamatério de
polimorfonucleares podem ser vistos na Prancha 9, Figuras 1 e 2.

Na coleta das amostras aos sete dias pds-implantacdo houve maior infiltrado
de polimorfonucleares para os grupos controle e glicerina, que nao diferiram entre si,
mas diferiram do grupo experimental. Porem, aos 63 e 126 dias pds-implantacao
houve diferenca entre os trés tratamentos, sendo que o grupo controle apresentou
média maior, seguido dos grupos glicerina e experimental em ordem decrescente
para as médias de células contadas.

Analisando-se os tratamentos nos diferentes periodos de coleta, observou-se
que houve decréscimo das médias das contagens de polimorfonucleares para os

trés tratamentos.

Tabela 4. Resultado do desdobramento dos fatores estudados (diferentes tratamentos e
periodos de retrada das amostras) para a média do numero de
polimorfonucleares.

Retirada dos implantes (dias pés-implantacao)

Tratamento
(grupos)
7 63 126
Controle 401,83 Aa 385,50 Ab 293,50 Ac
Glicerina 398,33 Aa 369,00 Bb 257,67 Bc
Experimental 306, Ba 224,83 Cb 7,50 Cc

Médias seguidas de letras iguais mailsculas na coluna néo diferem entre si pelo teste Tukey
(P>0,05).
Médias seguidas de letras iguais minlsculas na linha nédo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P>0,05).
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4.4.2 LINFOCITOS

Na contagem de linfécitos houve diferengca (P<0,05) entre os tratamentos e
para a interagao entre os tratamentos e os periodos de coleta (Tabela 5).

Observou-se, aos sete dias pés-implantacdo, que nao houve diferenca entre
os tratamentos. Aos 63 e 126 dias os grupos controle e glicerina néo diferiram entre
si, mas diferiram do grupo experimental, que apresentou média menor.

Analisando-se a interacdo entre os tratamentos e periodos de coleta,
verificou-se, para o0s grupos controle e glicerina, que houve aumento das médias de
linfocitos no sexagésimo terceiro dia pos-implantacdo e decréscimo das médias do
no setuagésimo sexto dia. Para o grupo experimental, houve queda das médias da

contagem de linfécitos a partir do sétimo dia p6s-implantacao

Tabela 5. Resultado do desdobramento dos fatores estudados (diferentes tratamentos e
periodos de retirada das amostras) para a média do nimero de linfécitos.

Retirada dos implantes (dias pés-implantacao)

Tratamento
(grupos) 7 63 126
Controle 42,33 Ab 63,67 Aa 38,33 Ab
Glicerina 42,67 Ab 64,50 Aa 38,83 Ab
Experimental 39,33 Aa 25,67 Bb 6,83 Bc

Médias seguidas de letras iguais mailsculas na coluna nao diferem entre si pelo teste Tukey
(P>0,05).
Médias seguidas de letras iguais minusculas na linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey
(P>0,05).

4.4.3 MACROFAGOS

Na contagem de macro6fagos houve diferenca (P<0,05) entre os tratamentos e
para a interacao entre os tratamentos e os periodos de coleta (Tabela 6).

Aos sete, 63 e 126 dias poOs-implantacao houve diferenca entre o grupo
experimental e os demais grupos. Porém nao houve diferenca entre os grupos

glicerina e controle.
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Observando-se a interagdo entre os tratamentos com os periodos de coleta,
para a contagem de macréfagos, observa-se que os trés grupos apresentaram
aumento das meédias aos 63 dias. Aos 126 dias pds-implantagdo observa-se

diminuicdo das médias dos grupos controle e experimental.

Tabela 6. Resultado do desdobramento dos fatores estudados (diferentes tratamentos e
periodos de retirada das amostras) para a média do nimero de macréfagos nas
lAminas analisadas.

Retirada dos implantes (dias pés-implantacao)

Tratamento
(grupos) 7 63 126
Controle 26,00 Aa 48,17 Ab 27,67 Aa
Glicerina 23,17 Aa 35,83 Ab 33,50 Ab
Experimental 15,50 Ba 27,50 Bb 11,33 Ba

Médias seguidas de letras iguais mailsculas na coluna nao diferem entre si pelo teste Tukey
(P>0,05).
Médias seguidas de letras iguais minusculas na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P>0,05).

4.4.4 FIBROBLASTOS

Na contagem de fibroblastos houve diferenca (P<0,05) entre os tratamentos e
para a interagcao entre os tratamentos e os periodos de coleta (Tabela 7). O aspecto
microscopico pode ser visto na Prancha 10, Figura 2A.

Aos sete e 63 dias pos-implantacdo, houve menor média do grupo controle
em relagdo aos grupos glicerina e experimental. Aos 126 dias houve maior média do
grupo experimental.

Na interacdo entre os tratamentos com os periodos de coleta, para a
contagem de fibroblastos, observou-se que os trés tratamentos tiveram aumento
progressivo da média de fibroblastos, culminando aos 126 dias com diferenca do
grupo experimental em relacdo aos grupos controle e glicerina que nao diferiram

entre si.
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Tabela 7. Resultado do desdobramento dos fatores estudados (diferentes tratamentos e
periodos de retirada das amostras) para a média do nimero de fibroblastos.

Retirada dos implantes (dias pés-implantacao)

Tratamento
(grupos) 7 63 126
Controle 7,17 Bc 44,67 Bb 57,50 Ba
Glicerina 16,33 Ab 65,50 Aa 62,83 Ba
Experimental 17,67 Ac 68,67 Ab 77,00 Aa

Médias seguidas de letras iguais maiusculas na coluna néo diferem entre si pelo teste Tukey
(P>0,05).
Médias seguidas de letras iguais mindsculas na linha nao diferem entre si pelo teste Tukey
(P>0,05).

4.4.5 NEOVASCULARIZACAO

No presente estudo foi contado o numero de vasos em toda extensao do
fragmento observado. Notou-se, em todas as amostras, que a formagao de vasos
restringiu-se a periferia do implante, ndo havendo formagéo de vasos no interior das
biomembranas (Prancha 10, Figura 2B).

Observou-se que aos sete dias nao ocorreu a formacao de novos vasos
sangliineos nos trés grupos estudados. Porém, ap6s 63 e 126 dias pés-implante
verificou-se neovasos nos trés grupos, com médias diferentes (P<0,05) em relacao

aos sete dias (Tabela 8).
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Tabela 8. Resultado do desdobramento dos fatores estudados (diferentes tratamentos e
periodos de retirada das amostras) para a média do nimero de vasos sangliineos
formados, nas laminas analisadas.

Retirada dos implantes (dias pés-implantacao)

Tratamento
{gripos) 7 63 126
Controle 0,00 Aa 3,00 Bb 3,00 Bb
Glicerina 0,00 Ab 4,00 Ba 4,00 Ba
Experimental 0,00 Aa 4,00 Be 2,00 Be

Médias seguidas de letras iguais mailsculas na coluna néo diferem entre si pelo teste Tukey
(P>0,05).
Médias seguidas de letras iguais minusculas na linha ndo diferem entre si pelo teste Tukey
(P>0,05).

4.4.6 ATIVIDADE CELULAR EM FIOS DE SUTURA

Foram observados, nos trés grupos estudados, atividade celular em fios de

sutura (Prancha 10, Figura 1A)

4.4.7 CELULA GIGANTE MULTINUCLEADA

As células gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho foram observadas
apenas no grupo controle (Prancha 10, Figura 1B).

4.4.8 COMPARAGCAO ENTRE OS SEXO0S

Nao houve diferenga (P>0,05) entre os sexos em nenhum dos fatores
estudados.
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Prancha 9. Aspecto microscopico dos implantes.

— \

~

Figura 1. Fotomicrografia digital ilustrando o aspecto da membrana colagénica tratada em

solugdo alcalina (A), nas quais se pode verificar discreto infiltrado inflamatério no
interior do implante (setas) e os locais de passagem da sutura, indicadas por “S”,
fragilizando a membrana e expondo-a as células leucocitarias. H.E. 10X. Em B nota-se,
em objetiva de 40X, a formagao inicial de capsula fibrosa (entre as setas). Coloragédo
H.E. Amostra retirada sete dias p6s-implante

; s[A

Figura 2. Fotomicrografia digital ilustrando o aspecto da membrana colagénica tratada em

glicerina a 98% (A), nas quais se pode verificar infiltrado inflamatério no interior do
implante mais acentuado (setas) em relagdo ao grupo experimental e os locais de
passagem da sutura, indicadas por “S”, fragilizando a membrana e expondo-a as
células leucocitarias. H.E.10X. Em B nota-se, em objetiva de 40X, as células
inflamatdrias no interior do implante. Coloracdo H.E. Amostra retirada sete dias pds-
implante
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Prancha 10. Aspecto microscdpico dos implantes
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Figura 1. Em (A), fotomicrografia digital de amostra do grupo glicerina onde se notam particulas
do fio de sutura (setas escuras largas) sob acdo celular (setas escuras estreitas).
Objetiva de 40X. Coloragdo H.E. Amostras retiradas sete dias pds-implantagéo.
Comportamento semelhante em todas as amostras dos trés tratamentos. Em (B),
fotomicrografia digital de amostra do grupo controle, destacando célula gigante
multinucleada do tipo corpo estranho (seta branca). Objetiva de 40X. Coloragao H.E.

s

5]

Figura 2. Em (A), fotomicrografia digital de amostra tratada em solugdo alcalina, retirada ap6s
126 dias de implantacdo. Verifica-se ao centro, preenchimento do local, antes ocupado
pela biomembrana, por fibroblastos e fibrécitos, tipificando cicatrizagdo da ferida. Ao
redor da cicatriz nota-se a composicao de fibras colagénicas. Em “S”, verifica-se local
de passagem de sutura e fragmentos de fio de sutura apontados pelas setas. H.E. 20X.
Em (B), fotomicrografia digital de amostra tratada em solugao alcalina, retirada apés 63
dias de implantagdo. Observam-se vasos neoformados proximos a membrana (setas
escuras largas) e fragmentos de fio de sutura sob acdo celular (setas escuras
estreitas). O local de passagem do fio de sutura esta indicado por “S”. As setas brancas
delimitam o espago no qual nota-se a formagao de cépsula fibrosa. H.E. 20X.
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4.4.9 METAPLASIA E FORMACAO DE CELULAS OSSEAS

Nao foi observada metaplasia de células musculares que estiveram em

contato com os implantes em nenhum dos grupos estudados nos trés periodos.
5. DISCUSSAO

5.1 ABALISE DA CAPACIDADE DE HIDRATACAO DAS AMOSTRAS EM
FUNCAO DO TEMPO

O tratamento alcalino do material proporciona a hidrélise dos grupos
carboxiamidas, favorecendo a formagao de carboxilato, cujas moléculas sao
hidréfilas (GOISSIS, 1999). Portanto, conforme observado pelos resultados, o

aumento de tempo de tratamento culminou em maiores capacidades de hidratacéo.

5.2 CONSIDERACOES SOBRE A TECNICA DE IMPLANTACAO

O local eleito para implantagdo das amostras foi a fascia interna do musculo
reto do abdome, em virtude da possibilidade de contato com musculatura e outros
tecidos da parede abdominal. Com isso, deve-se considerar que a implantagado de
telas ou biomembranas nos tecidos da parede abdominal sdo realizadas com
suturas, sendo dificil a implantagdo de grandes é&reas com colas bioldgicas
(GARFIEN et al., 2003).

Portanto ja se previa certa interferéncia do fio de sutura no processo
inflamatério, uma vez que o contato e o trauma por si s6 sao suficientes para o
recrutamento de células leucocitarias, mesmo que em carater agudo. Considera-se
que o experimento aproximou-se das condicdes reais, nas quais ndo se podem
isolar os efeitos do fio de sutura utilizado. O processo inflamatério pode ter sido
superestimado, porém semelhante em todas as amostras dos trés tratamentos da

experimentacao.
5.3 RETIRADA DOS IMPLANTES — PERCEPCAO SOBRE A FIBROSE
DURANTE O ATO CIRURGICO

Os resultados obtidos na retirada das amostras evidenciaram que o

tratamento ao qual foram submetidas influenciou na integracdo tecido/biomaterial.
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Houve maior facilidade na remocdo das amostras tratadas em solucdo alcalina,
provavelmente devido a capacidade do tratamento em remover residuos teciduais e
alterar grupos carboxiamidas das moléculas de coldgeno (GOISSIS et al., 1999),
gue sao responsaveis por ocasionar respostas nos organismos hospedeiros,

inclusive na formacao de fibrose.

5.4 PROCESSO INFLAMATORIO E RESOLUTIVO CICATRICIAL

Em relacdo ao processo inflamatério envolvido, verificou-se que ocorreu
diminuicdo gradual de polimorfonucleares dos sete ao 63° dia pos-implantacdo nos
trés grupos estudados, o que estd de acordo com SANADA et al., (2003), os quais
citaram que, geralmente, os polimorfonucleares sdo encontrados na area de
implante em grande numero nos primeiros sete dias pdés-implantagdo, que
decrescem com o tempo, tendo em vista que sua existéncia € tipica de inflamacao
aguda (SIQUEIRA & DANTAS, 2000).

No entanto, no 63° e 126° dias pés-implantacdo, observou-se que 0S grupos
controle e glicerina expressaram aumento no numero de células polimorfonucleares,
enquanto que o grupo experimental apresentou decréscimo no numero de células.
Esse comportamento de ambos os grupos de comparagdo € caracteristico de
processo infamatério crénico ativo, no qual observa-se que ha sobreposicdo dos
elementos caracteristicos de um processo agudo com outro cronico de inflamagao
(COTRAN et al., 2000).

A reacdo de células agranulares com maior intensidade, caracteristica de
inflamacao crénica (KIRKPATRICK et al., 2002), foi mais intensa nos grupos controle
e glicerina. Nota-se que a quantidade de linfécitos aumenta consideravelmente em
ambos 0s grupos aos sete e 63 dias apdés a implantagdo das amostras.
Comportamento oposto pode ser verificado no grupo experimental, no qual se
observa decréscimo da quantidade de linfocitos a partir dos sete dias pos-
implantagdo. A diferenca observada entre o grupo experimental e os grupos glicerina
e controle é sugestiva quanto a caracteristica imunogénica das amostras, ou seja, é
diretamente proporcional a quantidade de mononucleares, confirmando os achados
de (CARNEIRO et al., 2005) e reforcando a caracteristica de processo crénico ativo

dos grupos controle e glicerina (Prancha 11, Figuras 1 e 2).
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Polimorfonucleares (n” médio de células)

Prancha 11. Atividade celular no processo inflamatorio
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Figura 1. Gréfico da concentra¢do de polimorfonucleares das amostras retiradas aos sete, 63 e
126 dias pos-implantagdo dos trés grupos estudados. Cada quadrado, circulo, ou
triangulo nas linhas do gréafico representa uma média obtida do nimero total de células
contadas em seis cortes histoloégicos. Médias seguidas de pelo menos uma letra em
comum, dentro de uma mesma linha, ndo diferem pelo teste Tukey (P>0,05). Grupo
controle (GC); Grupo glicerina (GG); Grupo Experimental (GE).
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Figura 2. Grafico da concentracdo de linfocitos das amostras retiradas aos sete, 63 e 126 dias
pés-implantacdo dos trés grupos estudados. Cada quadrado, circulo, ou tridngulo nas
linhas do gréfico representa uma média obtida do nimero total de células contadas em
seis cortes histol6gicos. Médias seguidas de pelo menos uma letra em comum, dentro
de uma mesma linha, nao diferem pelo teste Tukey (P>0,05). Grupo controle (GC);
Grupo glicerina (GG); Grupo Experimental (GE).
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A formacao e manutencao de capsula fibrosa mais regular nas amostras do
grupo experimental em relagdo aos grupos controle e glicerina, sugere que o
processo inflamatério causado por biomateriais sofreria resolugdo mais rapida no
grupo experimental, fato que foi reforcado pelas quantidades de macrofagos e
fibroblastos observados nos trés grupos (ANSTEAD, 1998; LEMOS 2002).

No entanto, ndo houve persisténcia na formag¢ao completa de capsula fibrosa
no grupo experimental, o que pode estar relacionado a degradacdo das amostras,
cuja diminuicdo gradual de massa favorece a cicatrizagdo ou regenerag¢ao, nao
havendo a necessidade de encapsulamento, comportamento tipico da bioatividade
de materiais degradaveis (HENCH et al., 2006). Contudo, deve-se levar em
consideracao que houve interferéncia do fio de sutura, o qual estimulou processo
inflamatério e fragmentou as membranas, tornando-as mais irregulares ao longo do
tempo.

O aumento de macrofagos no sétimo e no 63° dias pds-implantacédo e queda
aos 126 dias sugere relagcdo com o tempo de degradacdo das amostras, pois como
observado na experimentacdo com degradacdo enzimatica, o tratamento alcalino
diminui a resisténcia da membrana frente a colagenase, em relacdo as amostras in
natura. H4 maior quantidade de massa das amostras in natura em contato com
tecidos circunvizinhos, estimulando a proliferagdo de macrofagos para
biodegradacao do material (GORDON et al., 1988).

E provavel que a degradacdo da membrana, observada no grupo
experimental e auséncia de processo inflamatério crénico, em relacdo aos grupos
controle e glicerina, estimularam a cicatrizagdo mais rapida no local desses
implantes, expressado pelo aumento do numero absoluto de fibroblastos (GORDON,
et al., 1988). (Prancha 12, Figuras 1 e 2).
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Prancha 12. Atividade celular no processo inflamatorio
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Figura 1. Grafico da concentracao de macrofagos das amostras retiradas aos sete, 63 e 126 dias
pds-implantacdo dos trés grupos estudados. Cada quadrado, circulo, ou tridangulo nas
linhas do gréfico representa uma média obtida do numero total de células contadas em
seis cortes histolégicos. Médias seguidas de pelo menos uma letra em comum, dentro
de uma mesma linha, ndo diferem pelo teste Tukey (P>0,05). Grupo controle (GC);
Grupo glicerina (GG); Grupo Experimental (GE).
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Figura 2. Concentragéo de fibrobastos das amostras retiradas aos sete, 63 e 126 dias pos-
implantacao dos trés grupos estudados. Cada quadrado, circulo, ou triangulo nas linhas
do grafico representa uma média obtida do nimero total de células contadas em seis
cortes histologicos. Médias seguidas de pelo menos uma letra em comum, dentro de
uma mesma linha, ndo diferem pelo teste Tukey (P>0,05). Grupo controle (GC); Grupo
glicerina (GG); Grupo Experimental (GE).
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5.4 NEOVASCULARIZACAO

A neovascularizagao néo foi expressiva no grupo experimental em relagdo ao
controle e ao grupo glicerina.

As matrizes constituidas por colageno atuam como arcabouco para a invasao
de novos vasos sanglineos, ou seja, como suporte estrutural, mas também sao
responsaveis pela estimulacdo da proliferacdo celular (FERREIRA, 2005). No
entanto, deve-se considerar que o tempo de degradacdo do material, que é
diretamente proporcional ao tempo de tratamento em solucéo alcalina, pode interferir
na estimulacdo e suporte de novos vasos sangiiineos. E muito provavel que
modificacdes no tempo de tratamento ou reticulagcbes com outras substancias que
alterem o tempo de degradacdo, ou até mesmo a inclusao de fatores quimicos
estimulantes de angiogénese, proporcionassem melhora no aparecimento de novos

vasos.

5.5 VERIFICACAO DE METAPLASIA E FORMAGCAO DE CELULAS
OSSEAS

Os resultados obtidos contrapbe-se aos achados de SUZIGAN et al., 2001, os
quais recobriram malhas de polipropileno com colageno e verificou-se metaplasia de

células musculares.

6. CONCLUSOES

A partir da comparacao e analise estatistica dos resultados obtidos na retirada
das amostras dos grupos controle, glicerina e experimental, conclui-se que o
processo inflamatério proporcionado pelo grupo experimental foi agudo, consistindo
apenas de uma resposta considerada normal a uma agressao ao organismo. As
amostras tratadas em glicerina apresentaram um processo inflamatdrio crénico,
porém menos intenso que do grupo controle.

Portanto, como ndo houve fatores que provocassem reacdes danosas nos
equinos receptores do implante e o processo inflamatério foi de carater agudo e de
menor intensidade em relagdo as membranas utilizadas como controle e
comparativo, pode-se concluir que ha biocompatibilidade das biomembranas
tratadas em solugéo alcalina por 72 horas e sua utilizagdo é admissivel em parede
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abdominal de equinos como suporte e repositor de tecidos em necessidades

cirurgicas como hérnias, tumores, deiscéncias de suturas entre outras possiveis.
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CAPITULO 4 - CONSIDERAGOES FINAIS
2. CONSIDERAGOES SOBRE O DESENVOLVIMENTO DO PROJETO

2.1 INTERDISCIPLINARIDADE

O desenvolvimento do projeto “Obtencdo e processamento de matrizes
tridimensionais de colageno e implantacdo em parede abdominal de eqlinos” foi
possivel mediante interagdo do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de Jaboticabal com o Departamento
de Quimica e Fisica Molecular do Instituto de Quimica de Sao Carlos (USP — Sao
Carlos).

Os trabalhos desenvolvidos nas duas instituicbes foram complementares e
supriram a necessidade de ambos os setores, ou seja, a aplicacdo de materiais
desenvolvidos em um laboratério de biomateriais e novas alternativas em cirurgia
veterinaria. Essa cooperacdao mutua é conseqiéncia de uma nova necessidade dos
campos de pesquisa, que se atenta para trabalhos conjuntos e resultados mais
objetivos e direcionados, indo ao encontro das propostas mais modernas acerca da
pesquisa nacional.

Segundo SOARES et al.,, (2005), de uma forma geral, pesquisas em
biomateriais estdo sendo realizadas em departamentos de engenharias, fisica,
quimica, entre outros e em departamentos ligados a area de ciéncias da saude, que
tendem a atuar em parceria com as areas tecnolégicas, contribuindo fortemente para
o desenvolvimento das ciéncias basicas e aplicadas e a formacao de recursos
humanos.

Porém, algumas estratégias, entre outras, seriam necessarias para otimizar o
potencial nacional na formacao de recursos humanos especificos para a area de
biomateriais, como:

- formagé@o mais generalista em nivel de p6s-graduacgao;
- incentivar cursos de graduagdo e de poOs-graduacao interdepartamentais e
interdisciplinares;
- definir politicas de fixacao de recursos humanos qualificados.
Segundo dados do Foérum de Biotecnologia Biomateriais, realizado pela

Universidade Federal do Rio de Janeiro em 2005, as matrizes extracelulares
71



atualmente produzidas ainda estdo aquém do desejado, pela dificuldade de
compatibilizar propriedades biolégicas com requisitos mecanicos.

Dessa forma, ha espaco para os grupos brasileiros pesquisarem e inovarem.
Outra vantagem apresentada pelo Brasil é a possibilidade de realizagdo de testes
em cobaias (desde que devidamente aprovados pela CONEP), etapa fundamental
para se viabilizar o desenvolvimento de um produto/processo (SOARES et al, 2005).
Para isto, algumas acdes governamentais sdo necessarias para impulsionar a area,

como as descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Resumo dos entraves e agdes necessarias para o desenvolvimento da area de
producdo de enxertos e arcaboucos no Brasil. Forum de Biotecnologia
Biomateriais — UFRJ, 2005, adaptado de SOARES et al., 2005.

Gargalos atuais Acoes necessarias

o - substituir importacdes
Enxertos: setor tradicional . .
- garantir qualidade do produto

- identificar nichos possiveis de atuagao
Scaffolds: intensa atuagéo de P&D com competitiva e investir macicamente para
forte interacdo entre os grupos ligados a se chegar o mais rapidamente a
“materiais” com os de formagéao “bio” produtos

- incubacéo de empresas, inovagao

21 ESCOLHA DO MODELO ANIMAL E DO MATERIAL A SER
EMPREGADO COMO IMPLANTE

Em virtude da necessidade constante de biomateriais na cirurgia, foram
verificados quais aspectos seriam imperativos na busca de um material para ser
empregado em um local de grande exigéncia ténsil, além dos fatores
biocompatibilidade e bioatividade (VATS et al., 2003).

O centro tendinoso diafragmatico € um material de grande extensao que pode
ser utilizado como membrana em locais de grandes exigéncias teciduais. Sua
constituicdo tendinosa favorece a resisténcia, além de ser facilmente obtido e

manipulavel.
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Os animais domésticos de grande porte sdo modelos adequados para a
experimentacao de materiais na parede abdominal, em virtude do peso consideravel
exercido pelas visceras na porcao ventral da parede (KOBLUK et al., 1989;
WILSON, 1995). Além disso, especificamente os eqiinos, constantemente sao
submetidos a laparotomias medianas, o que é um fator de risco potencial para
intercorréncias cirdrgicas, por isso selecionado para os testes de biocompatibilidade
das membranas obtidas (STASHAK, 1991; SILVERMAN et al., 2004).

2.2 RESULTADOS OBTIDOS E DIRECIONAMENTOS FUTUROS

Apesar da relativa superioridade das membranas tratadas em solugéo alcalina
em relacdo as tratadas em glicerina 98%, deve-se considerar que um biomaterial
pode ser otimizado para nao servir apenas de arcabouco de sustentacdo. A indugéo
de cicatrizacdo nem sempre é desejada, podendo ser benéfica apenas em alguns
casos.

GAMBA et al., (2002) utilizaram matrizes acelulares para a reparagao de
defeitos musculares, obtendo, segundo os pesquisadores, resultados pouco
satisfatorios, uma vez que nao houve o estimulo de crescimento celular e apenas
cicatrizagdo. Portanto, decidiram utilizar as matrizes em associacdo com células
musculares homologas, observando crescimento de células musculares pés-
implantagao.

Segundo HENCH et al. (2006), a hipétese para governar o futuro
desenvolvimento de novos materiais biomédicos é: “Uma terceira geracdo de
materiais bioativos pode ser projetada para ativar genes e estimular a regeneragao
de tecidos vivos”.

Portanto, conclui-se que o método proposto para obtencdo de matrizes
colagénicas é eficiente em relagado a biocompatibilidade e que é o passo inicial para
direcionar trabalhos futuros que foquem a hibridagao de biomembranas com células,
substancias e outros materiais que estimulem a proliferacdo celular, compondo

matrizes da categoria denominada “materiais inteligente”.
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