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ANALISE DA REACAO TECIDUAL AS INCLUSOES SUBCUTANEAS DE MATRIZ DE
COLAGENO LIOFILIZADA NO DORSO DE RATOS WISTAR TRATADOS COM Aloe vera

RESUMO - Este trabalho teve por objetivo avaliar a incorporacédo das matrizes
liofilizadas de coladgeno no dorso de ratos, testando principalmente a sua integridade e
capacidade de servir como suporte para a migracdo de fibroblastos. Implantou-se no
dorso toracico de 60 ratos albinos da variedade Wistar, machos e adultos, uma matriz
de colageno liofilizada. Os animais foram divididos em dois grupos de 30 animais, e
cada grupo com trés subgrupos de 10 animais. O primeiro grupo de animais, grupo AV,
recebeu aplicacdo topica de gel de Aloe vera e, no segundo grupo de animais, grupo
SF, foi aplicado de modo similar, solucdo fisiologica a 0,9%. Os animais (10
ratos/subgrupo) foram submetidos a eutanasia aos 15, 30 e 45 dias de pds-operatorio.
A avaliacdo microscopica demonstrou aos 15 dias de pdés-cirdrgico, nos dois grupos
estudados, a ocorréncia de uma reacéo inflamatéria aguda, seguida de edema linfatico
e formacdo de tecido de granulacdo. Esse tecido era formado, principalmente, por
leucécitos, que migraram para o local da inflamacado. Linfécitos e macréfagos foram
encontrados em maior numero, no material tratado com Aloe vera. Aos 30 dias de pos-
implante verificou-se um processo inflamatério moderado, nos dois grupos
experimentais. Observou-se ainda, a presenca de infiltrado inflamatério mononuclear
discreto, associado a proliferacdo de fibroblastos. E aos 45 dias, no grupo AV, as
matrizes encontravam-se menos espessas do que no grupo SF, havendo total
bioincorporagdo dos moldes implantados. Frente aos resultados obtidos, é possivel
concluir que a matriz liofilizada de colageno, é substituida por tecido local proximo ao
normal e que a aplicacdo tépica de gel de Aloe vera acelerou o processo de
cicatrizacdo das lesGes cirlrgicas e de incorporacdo das matrizes de colageno

liofilizadas.

Palavras-Chave: cirurgia experimental, implantes subcutaneos, matriz liofilizada de

colageno, Aloe vera, ratos.



Vi

ANALYSIS OF REACTION INCLUSIONS SUBCUTANEOUS TISSUE MATRIX COLLAGEN
LYOPHILISATE THE BACK OF WISTAR RATS TREATED WITH ALOE VERA

SUMMARY - For this study aimed to evaluate the incorporation of lyophilized
collagen matrix in the back of rats, mainly by testing their integrity and ability to serve as
support for the migration of fibroblasts. Implanted in the thoracic dorsum of 60 albino
rats of the Wistar variety, males and adults, a lyophilized collagen matrix. The animals
were divided into 2 groups of 30 animals, and each group with 3 subgroups of 10
animals. The first group of animals, the AV group received topical application of Aloe
vera gel and in the second group of animals the SF group was applied similarly saline
0.9%. Animals (10 rats / subgroup) were euthanized at 15, 30 and 45 days
postoperatively. Microscopic evaluation demonstrated 15 days after surgery in both
groups, the occurrence of an acute inflammatory reaction, followed by lymphoedema
and formation of granulation tissue. This tissue was formed mainly by leukocytes, which
migrated to the site of inflammation. Lymphocytes and macrophages were found in
greater numbers, the material treated with Aloe vera. At 30 days post-implantation there
was a moderate inflammatory process in both experimental groups. It was also
observed, the presence of discrete mononuclear inflammatory infiltrate, associated with
the proliferation of fibroblasts. And after 45 days in the AV group, matrixes were thinner
than in the SF group, with total bioincorporation the molds in place. Given our results,
we conclude that the freeze-dried collagen matrix is replaced by local tissue close to
normal and that topical application of Aloe vera gel has accelerated the healing of

surgical wounds and incorporation of freeze-dried collagen matrix.

Key-words: experimental surgery, subcutaneous implants, lyophilized collagen matrix,
Aloe vera, rats.



1. INTRODUCAO

Desde a antiguidade, o homem busca auxiliar o organismo humano e dos
animais domésticos no processo de reparacdo de lesdes causadas por traumatismos,
malformacdes congénitas e neoplasias (ANDREWS, 1988).

O uso de materiais estranhos ao organismo surge na histéria de dezenas de
civilizacdes em placas de argila, esculturas, vasos, pergaminhos e papiros (ROSSA,
2005).

Atualmente, a ciéncia biolégica mostra, cada vez mais, a tendéncia na utilizacéo
da chamada “engenharia de tecidos” em muitas areas e tem como meta a reposi¢cao de
tecidos ou orgados danificados por outros verdadeiramente biolégicos e funcionais
(NIMNI,1997).

Hoje, um dos grandes desafios da cirurgia é a substituicdo de tecidos no
organismo por materiais que apresentem as seguintes caracteristicas: reacdo
inflamatéria minima no tecido hospedeiro e incorporacédo tecidual (ANTELL e SMITH,
1991). Deste modo, muitos materiais foram usados para este fim, sendo eles sintéticos
ou biolégicos (MARQUES, 1984; ANDREWS, 1988).

Apesar de nao se ter encontrado um material que preencha todos estes
requisitos, atualmente existe uma grande variedade de opg¢bOes de bioimplantes,
associada a um avanco crescente no desenvolvimento e aperfeicoamento desse tipo de
material. Sao considerados biomateriais seguros e compativeis aqueles que, apos
serem submetidos a testes bioldégicos e mecéanicos, apresentam resultados nulos e
aceitaveis, sendo que esta referida seguranca e efetividade incluem o conhecimento
histopatolégico da interface material-tecido e a possibilidade da ocorréncia de
inflamacdo crénica e resposta granulomatosa (HOLMES, 1990; SILVER e MASS,
1994).

Nas ultimas décadas, o colageno vem sendo amplamente utilizado como matéria
prima para a producdo de biomateriais nas formas de membranas, esponja, p6, como

agente hemostatico e para o revestimento de queimaduras e também como suporte



para o crescimento de terminais nervosos periféricos danificados. As matrizes de
colageno sédo utilizadas também como suporte para o crescimento celular e géis de
colageno para reposicao de humor vitreo e para a liberacdo de drogas no organismo
(CHVAPIL, 1980; RAO, 1988; YANNAS, 1988).



2- OBJETIVO

Frente as inUmeras aplicacdes e vantagens apresentadas pela matriz de
colageno liofilizada, o propédsito do presente estudo foi o de analisar as reacodes
teciduais apds o implante cirargico de matrizes de coldgeno na regido subcutanea do
dorso de ratos Wistar e verificar o efeito do gel de Aloe vera na cicatrizacédo da pele e

na bioincorporagéo dos implantes.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Tratamento com plantas medicinais (Fitoterapia)

O conhecimento sobre as plantas medicinais acompanha a evolu¢cdo do homem
através dos tempos. Remotas civilizagcdes ja haviam percebido ao lado de plantas
comestiveis e de outras, dotadas de maior ou menor toxicidade, que ao serem
utilizadas no tratamento de doencas revelavam embora ainda empiricamente, o0 seu
potencial curativo (SOARES, 1998).

A historia da descoberta e utilizacdo de farmacos originérios de plantas remonta
varios séculos, tendo sido descrito por babilénios, egipcios e outras civilizagcdes antigas.
Na China antiga, Sheng-Nung (2838-2698 a.C), importante monarca e considerado pai
da medicina tradicional chinesa, descreveu curativos a base de plantas em seu Pen
Tsan (O Herbario), onde narra a utilizacdo de plantas como a papoula, o canhamo, o
cinamomo e a mandragora. Na Grécia antiga, Pedamaos Dioscorides (40 a 90 a.C),
compilou um tratado intitulado Materia medica, que relatava o uso de mais de 600
plantas, muitas das quais ndo existem mais (LIMA, 1994).

Até o século XIX os recursos terapéuticos constituiam-se exclusivamente de
plantas e extratos medicinais. Durante o século XX inicia-se a tendéncia do isolamento
de principios ativos (ALONSO, 1998). Todas estas informacdes vém sendo
transmitidas, desde os tempos imemoriais, de geracdo em geracao, pela forma oral e
depois com 0 aparecimento da escrita passaram a ser compiladas e guardadas como
segredo pelos curandeiros e sacerdotes (CUNHA, 2006).

Apesar dos recentes avan¢cos na producdo de farmacos, quimica sintética e
biotecnologia, os produtos naturais como plantas e minerais continuam sendo a
principal fonte para a obtencdo de medicamentos e, muitos deles tém a sua origem na
medicina popular (NOORMOHAMED, 1994).

Destes produtos ‘“fitoterapicos”, ou de extratos de plantas, que estdo sendo

testados, alguns ou muitos deles sédo selecionados por serem benéficos em tratamentos



na “Fitomedicina” (ALONSO, 1998). Dentre estes se destacam aqueles utilizados no
processo de cicatrizacao de feridas, como a papaina e a sacarose (SANCHES NETO et
al., 1993; BRENDA et al., 1995), também o 6leo de copaiba (EURIDES et al., 1996;
BRITO et al.,, 1999); o extrato de barbatimdo (MELLO et al., 1995; EURIDES et al.,
1995; MELLO et al., 1999), e os extratos de propolis e de caléndula (LOPEZ et al.,
1989; MASTRANTONIO et al., 2002). Todas estas plantas sao fitoterapicas cuja funcéo
cicatrizante de seus extratos liquidos a literatura vem enfatizado (ALONSO, 1998,
PAGNANO, 2005).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) vem enfatizando a necessidade de se
valorizar a utilizacdo de plantas medicinais, levando em consideracdo o fato de que
80% da populacdo mundial dependem desta forma de tratamento. Ao lado disso,
destaca-se também, a participacdo dos paises em desenvolvimento nesse processo,
sendo que 0s mesmos possuem 67% das espécies vegetais medicinais do mundo.
Deste modo, o Brasil por apresentar a maior diversidade vegetal do mundo, uma vasta
area territorial e clima favoravel o ano todo, teria todos os itens para transformar o
conhecimento popular associando 0 mesmo as pesquisas e novas tecnologias em
medicamentos fitoterapicos, garantindo assim, a seguranca contra efeitos toxicos,
contra-indicagcbes e mutagenicidade, possibilitando desta maneira a distribuicdo
mundial destes produtos (MELLO, 1980; LOPES et al.,, 1989 ; SOARES, 1998;
ANTONIO, 2005; SANTOS et al., 2006).

3.2. Histéria e uso popular da Aloe vera

Em placas de argila na Mesopotamia e em papiros no antigo Egito encontram-se
descricbes do uso de Aloe vera para cura de infecgdes, lesdes de pele e como laxativo
(SHENTON, 1991). Nefertiti e Cle6patra, rainhas do Egito, incluiam um creme a base
de Aloe vera em seus tratamentos de beleza (SURJUSHE, 2008). Esta planta também
foi utilizada por Hipdcrates, na Grécia antiga, e por Alexandre o Grande, imperador
persa, que supria suas legibes com Aloe vera, para o tratamento de soldados feridos
(ATHERTON, 1998; HALLER, 1990; SURJUSHE, 2008).



A Aloe vera € muito comum nas medicinas chinesa, ayurvedica e arabe. Pelos
chineses era utilizada em queimaduras provocadas pelo frio e como laxante, o gel era
utiizado também como calmante. Pelos hindus era usada como laxativo, anti-
helmintico, no tratamento de hemorréidas, regulador menstrual e, topicamente, era
utilizada no tratamento de eczema e psoriase (BENSKY, 1993). Pelos arabes, o gel foi
utilizado para resfriar a cabeca, no caso de febre, para tratar conjuntivite, também como
desinfetante e laxativo (GHAZANFAR, 1994).

O nome alloeh é originado do arabe que significa substancia amarga e lustrosa e
vera do latim que significa verdadeiro (ATHERTON, 1998).

Segundo Mourelle et al. (1996), a planta Aloe vera, conhecida na medicina
popular como “babosa”, sendo nativa originalmente do mediterraneo, pertence a familia
Liliaceae, foi reclassificada recentemente pelos botanicos como Asphodelaceae.

A babosa é encontrada tanto na América Central e Caribe, como no
subcontinente da América do Sul. Deste modo, trata-se de uma planta de plantio e
cultivo faceis, sendo ainda de facil manuseio e também ¢é facilmente encontrado em
nosso meio. Da folha de babosa se extrai o rico extrato “fitoterapico” na forma de gel e
extrai-se ainda uma densa mucilagem, que também compde as folhas desta planta, e
gue apresenta outras aplicabilidades (ALONSO, 1998).

Hoje a Aloe vera € um ingrediente ativo em centenas de lo¢des de pele,
protetores solares e cosméticos. E utilizado também com sucesso nas queimaduras
provocadas pela radioterapia. Mais recentemente o extrato de Aloe vera tem sido
utilizado no tratamento de ulceras de pele, Ulceras pépticas e como complemento
alimentar para pacientes com AIDS (GRINDLAIR & REYNOLDS, 1986; DANHOF,
1993).

3.3. Apele

A pele, ou cutis, € a base estrutural do sistema tegumentar, e a sua constituicdo
tecidual, fundamental, em mamiferos tetrapodes é similar a da cutis humana. Apesar de
ambas serem estruturadas pela epiderme e derme, repousando sobre a tela

subcutanea (hipoderme), ocorre maior abundancia de pélos, formando uma pelagem



comum e uniforme, nos animais. Por outro lado, observa-se maior quantidade de
glandulas sudoriparas presentes na cutis humana, em detrimento da auséncia de uma
“‘pelagem” uniforme, sendo estes, mais esparsos e distribuidos em voértices (ORSI,
1993).

E continua com as membranas mucosas que revestem os seguintes sistemas:
respiratorio, digestorio e urogenital, nos locais onde 0os mesmos se abrem no meio
externo (ARNOLD JUNIOR et al, 1994; FRANDSON, 2005).

A pele é dividida em duas camadas, a epiderme e derme, ambas se mantém
unidas entre si firmemente. A primeira camada, a epiderme, € uma porcao conjuntiva de
origem ectodérmica composta por trés linhagens de células: os queratindcitos, 0s
melandcitos e as células de Langerhans (MOORE & PERSAUD, 2000; JUNQUEIRA e
CARNEIRO. 2004).

A epiderme organiza-se em camadas, a medida que as mais superficiais sao
eliminadas, as camadas mais profundas sdo restauradas pelo processo de mitose
celular. Apresenta cinco camadas: germinativa, espinhosa, granulosa, lucida e cornea.
A camada germinativa & a mais profunda e faz limite com a derme. Ela é rica em células
tronco, apresenta intensa atividade mitética e € formada por células prismaticas ou
cubdides. A camada espinhosa apresenta filamentos de queratina e desmossomos, que
apresentam papel importante na manutencéo da coeséo entre as células da epiderme e
na resisténcia ao atrito sendo formadas por células cubdides ou ligeiramente
achatadas. A camada granulosa apresenta células que estdo carregadas de granulos
de querato-hialina, o material lipidico produzido por estas células contribui para formar
uma barreira contra a penetracdo de substancias e impermeéavel a agua, impedindo a
desidratacdo do organismo. Na camada lucida, os nucleos e as organelas das células
desta camada foram digeridos por enzimas dos lisossomos, é composta por uma
delgada camada de células achatadas. A camada cornea apresenta espessura variavel
e é constituida por células mortas, achatadas e sem nucleo. O citoplasma dessas
células apresenta-se repleto de queratina (BANKS, 1992; JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2004; FRANDSON, 2005).



A derme é uma camada espessa de tecido conjuntivo de origem mesodérmica,
gue se estende da epiderme até o tecido subcutaneo. Nesta camada localizam-se os
anexos da pele, vasos sanguineos, vasos linfaticos e nervos (ARNOLD et. al., 1994).

Esta camada pode ser dividida em camada papilar e camada reticular. A camada
papilar é constituida principalmente de tecido conjuntivo frouxo que forma as papilas
dérmicas. A camada reticular € mais espessa e constituida por tecido conjuntivo denso.
A derme contém muitos tipos diferentes de células incluindo fibroblastos, fibrdcitos,
macrofagos, neutrofilos, eosinofilos e linfécitos. Fornece também uma base firme para a
epiderme e para 0S anexos cutaneos. Possui fibras coldgenas que proporcionam
resisténcia a tensdo e fibras elasticas que Ihe conferem flexibilidade (BANKS, 1992;
JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

A hipoderme ou tecido celular subcutaneo, ndo faz parte da pele e é composta
por tecido conjuntivo frouxo, que se une de maneira pouco firme aos 0Orgaos
subjacentes. E a regido responsavel pelo deslizamento da pele sobre as estruturas nas
quais se apoia, modela o corpo, funciona como isolante térmico e reservatorio de
energia (BANKS, 1992; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004; FRANDSON, 2005).

A pele recobre toda a superficie do o corpo, constituindo-se como seu maior
orgao, atingindo aproximadamente 16% do peso corporal. A pele também apresenta
inUmeras fungcdes como: protege o organismo contra perda e 4gua e o atrito; atraves de
suas terminacdes nervosas sensitivas recebe informagdes sobre o ambiente e as envia
para o0 sistema nervoso central; por meio dos vasos sanguineos, glandulas e tecido
adiposo colabora na termorregulacdo do corpo; as glandulas sudoriparas participam na
excrecdo de varias substancias; a melanina um pigmento produzido e acumulado na
pele, tem funcéo protetora contra os raios ultravioleta e sintetiza a vitamina D, pela acéao
da radiacdo solar, em precursores produzidos pelo préprio organismo (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004; FRANDSON, 2005).

3.4. Cicatrizagao

A cicatrizacdo de feridas € um processo fisioldgico que se inicia com uma

resposta inflamatéria que se caracteriza pelo aumento do fluxo sanguineo,



permeabilidade capilar e migracdo de leucocitos para o local lesado (MODOLIN e
BEVILAQUA, 1985).

Esse processo de reparacdo ocorre com reposicdo do tecido original. O trauma
inicial gera uma resposta inflamatdria aguda, que se manifesta pela formacao de edema
e de exsudado seroso. As células epidérmicas das margens da ferida e das
invaginacdes epidérmicas dos foliculos pilosos e glandulas sudoriparas e sebaceas
comecam a proliferar e migrar para o leito da ferida, ocluindo a sua superficie
(ANDRADE et al., 1992; ABLA e ISHISUKA, 1995).

Como a pele delimita o espaco ocupado pelo organismo, ela se constitui na
primeira barreira de protecao do corpo. Deste modo, ela estara sujeita as agressfes ou
injurias constantes partindo, principalmente, do meio externo. Portanto, a reparacdo
tecidual da pele é de importancia vital para a sobrevivéncia do organismo (COCKBILL e
TURNER, 1995).

Alguns autores consideram trés estagios no processo de reparacao tecidual: um
estagio inflamatoério, um de proliferacdo e finalmente um estagio de remodelacao.
FAZIO et al. (2000), classificam-na de uma forma mais complexa, dividindo em cinco
fases

1. Coagulacao: o inicio imediato apds o surgimento da ferida. Esta fase depende
principalmente da atividade plaquetaria e da cascata de coagulacdo. Sé&o
liberadas substancias vasoativas, proteinas adesivas, fatores de crescimento, e
proteases (TERKELTAUB e GINSBERG, 1998).

2. Inflamacé&o: intimamente ligada a fase anterior, esta fase depende além de
muitos mediadores quimicos, das células infamatdrias, como leucdcitos
polimorfonucleares, macréfagos e linfocitos (DIEGELMANN et al. 1981).

3. Proliferacdo: € responsavel pelo fechamento da lesdo propriamente dita, ela é
dividida em trés subfases: a primeira é a reepitelizacao. Nesta fase, fatores de
crescimento sdo provavelmente os responsaveis pelos aumentos das mitoses e
hiperplasia do epitélio. A segunda fase inclui a fibroplasia e a formacao da matriz,
fundamental na formacdo de tecido de granulacdo (colecdo de elementos
celulares: fibroblastos, células inflamatorias e componentes neovasculares; e da

matriz como: fibronectina, glicosaminoglicanas e proteases. A terceira fase é a
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angiogénese, essencial para o suprimento de oxigénio e nutrientes para a

cicatrizacao (ABLA e ISHISUKA, 1995).

4. Contracao da ferida: € o movimento centripeto das bordas da ferida (STEGMAN
et al., 1982).

5. Remodelacao: esta é a Ultima das fases, ocorre no colageno e na matriz durando
meses. E responsavel pelo aumento da forca de tensio e pela diminuicdo da
cicatriz e do eritema. A neovasculatura diminui e tardiamente a cicatriz é
considerada avascular (DOILLON et al., 1985).

Apesar de a reparacdo tecidual ser um processo sistémico, € necessario
favorecer as condicdes locais através de terapia tépica adequada para viabilizar o
processo fisiolégico através dos seguintes principios: remover tecidos necréticos e
corpos estranhos do leito da ferida, identificar e eliminar processos infecciosos, obliterar
espacos mortos, absorver o excesso de exsudato, manter o leito da ferida Umido,
promover o isolamento térmico e proteger a ferida de traumas e invasdo bacteriana
(DOUGHTY, 1992; DEALEY, 1996; YAMADA, 1999).

Para a reparacéo tecidual, podem-se utilizar dois grandes grupos de produtos: os
agentes topicos sdo aqueles aplicados diretamente sobre a ferida ou destinados a
limpeza ou protecdo da area lesada; e os curativos, também chamados de cobertura,
sdo utilizados para recobrir uma ferida com o objetivo de favorecer o processo de
cicatrizacao e protegé-la contra agressfes externas, mantendo-a Umida e preservando
a integridade da regiéo periférica (DEALEY, 1996).

Vérios fatores podem interferir ao longo deste complexo processo de reparagao
tecidual, eles podem ser de ordem geral como: a idade, o estado nutricional, alteracdes
cardiocirculatorias e de coagulacéo, aterosclerose, disfuncéo renal, diabetes, quadros
infecciosos e 0 uso de drogas sistémicas. Os de ordem local incluem: formacéao de
hematomas, infec¢do, reacdo de corpo estranho, uso de drogas topicas e
ressecamento durante a cicatrizacdo (MANDELBAUM, 2003).
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3.5. O uso da Aloe vera no processo cicatricial de feridas

Deve-se considerar que o extrato de Aloe, com destaque ao gel de Aloe vera
(MOTHYKIE et al., 2004), apresenta propriedades farmacologicas que se caracterizam
pela sua grande capacidade de penetrar nos tecidos lesados, exercendo funcdo
cicatrizante, anestésico e anti-inflamatorio, previamente comprovados em seres
humanos (DAVIS et al.,, 1986; DAVIS et al., 1988; DAVIS et al., 1989; FUJITA et al.,
1996; MOTYKIE et al., 2004; PAGNANO, 2005).

Os produtos que mostraram capacidade antiinflamatéria no gel de Aloe séo
esterdides de acao topica; eucosandides e terpendides, os quais abrandam o processo
inflamatdrio; giberelina e auxina, dois fitohorménios, que estimulam a producdo de
anticorpos “in loco”, e varios ions inorganicos que atuam como oligoelementos

essenciais no processo de cicatrizagdo (MOTYKIE et al., 2004).

3.6. Biomateriais

Um dos grandes desafios atuais da cirurgia moderna tem sido a substituicdo de
tecidos do organismo, inclusive em areas de leséo cutanea, isso, por meio do uso de
implantes, ou de inclusdes, de materiais sintéticos; de produtos artificiais ou de
“biomateriais” (FREDEL e BARRA, 2004).

Um biomaterial configura-se em um produto que possa ser utilizado no todo ou
numa parte de um segmento organico, a qual foi previamente lesada, ou sofreu um
trauma, ou mesmo teve injdria grave (BORETOS e EDEN, 1984).

Espera-se que esses produtos desenvolvam reacao inflamatéria minima quando
implantados, cirurgicamente num tecido hospedeiro determinado, o qual se que reparar
(ANTEL & SMITH, 1991).

Mas por outro lado, a efetividade de materiais utilizados como implantes
biolégicos, visando reparos cirargicos, necessariamente dependem da interface do
material implantado com o tecido (FREDEL e BARRA, 2004).
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Na busca pelo desenvolvimento destes “substitutos biol6gicos”, para reparar,
manter ou melhorar a funcdo de diversos tecidos, um novo campo interdisciplinar tem
emergido com intenso vigor, a “engenharia de tecidos” (NIMNI, 1997).

Este novo campo da medicina visa a substituicAo no caso de perdas de
estruturas anatdmicas nos defeitos congénitos, seqielas de trauma ou cirurgia
oncologica (ANDREWS, 1988).

Entretanto, grande esfor¢co ainda se faz para que esse biomaterial desenvolva
uma minima reacéo inflamatoria no hospedeiro (ANTELL e SMITH, 1991).

A seguranca e efetividade dos materiais incluem o conhecimento histopatolégico
da relacédo implante-tecido, e a possibilidade de ocorrer inflamacéo cronica e resposta
granulomatosa, a partir de estudos experimentais, visando-se obter uma menor reagéo
possivel no hospedeiro, bem como a restauracédo dos tecidos (ANTELL e SMITH, 1991,
SILVER e MASS, 1994).

3.7. Implantes biolégicos

A técnica de implantes de materiais de diversas naturezas, em seres vivos, tem
sido uma pratica necessaria, e relativamente freqliiente, no caso de perdas de
estruturas anatbmicas decorrentes de defeitos congénitos; sequelas de trauma, ou de
injuria grave, e também em consequéncia da realizacdo de cirurgias de reparo em
Oncologia e em Cirurgias de Traumas (ANDREWS, 1988; HADDAD FILHO et al.,
2004).

As duas novas especialidades véem se desenvolvendo com sucesso, criando e
inovando importantes biomateriais, cuja compatibilidade tecidual e organica destes
produtos tem representado ganhos e avancos na técnica cirurgica, dentro das Ciéncias
Médicas. Assim, a Fisica Médica é uma area, relativamente recente do saber humano,
com implicacbes diretas com a Cirurgia Experimental. Esse desdobramento, antes
citado, foi muito importante por ter lancado os alicerces, de base, e o ulterior
desenvolvimento da Engenharia Biomédica. Essa vem desenvolvendo, com sucesso,

importantes materiais biocompativeis ou biomateriais visando a utilizacdo destes
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materiais, ou produtos histocompativeis, em Medicina Humana e em Medicina
Veterinaria (FREDEL e BARRA, 2004),

Segundo Boretos e Eden (1984), o conceito de biomaterial refere-se a qualquer
nova substancia desenvolvida, exceto as drogas medicamentosas, ou se reporta, ainda,
a elaboracdo de uma combinacdo estavel de substancias, com origem sintética ou
natural. Estas devem poder ser usadas, durante qualquer periodo de tempo, em parte,
ou no todo, sobre uma parte de um sistema organico, ou em uma parte de um
segmento organico, lesado ou sob injaria, aos quais se trata ou se repara
cirurgicamente.

Um biomaterial, além do que foi considerado, configura-se em um “produto” que
possa substituir qualquer tecido, 6rgéo, ou até mesmo beneficiar a recuperacgéo e o re-
equilibrio de uma funcdo organica determinada, antes prejudicada e mostrando
sequelas na parte somatica do corpo. Eles podem ser originarios de processos de
tratamentos quimicos e fisicos de materiais, inclusive aqueles de natureza biologica
(FRANKE, 2003). Ele também pode ter origem sintética, representando as vezes, um
produto elaborado a partir de uma combinacéo estavel de substéancias. O implante de
materiais sintéticos, contudo, continua sendo um desafio a ser empregado no reparo de
cirurgias estéticas, embora o uso de moldes de silicone tivesse, até hoje, obtido um
relativo sucesso na cirurgia mamaria (BORETOS e EDEN, 1984).

“Biocompatibilidade”, segundo Williams (1987), refere-se a habilidade,
desempenho adequado ou favoravel, que ocorre entre um material produzido para
implante cirdrgico, ou para inclusdo biologica, e os tecidos circunjascentes, bem como a
obtenc&o de uma resposta organica apropriada do hospedeiro, em termos da aplicacao
especifica daquele material (FRANKE, 2003).

Com a finalidade de realizar implantes ou inclusdes, para reparo cirlrgico, muitos
materiais foram utilizados, sendo tanto “produtos” sintéticos como materiais de natureza
biolégica (MARQUES, 1984).

No Reino Unido, em 1937, iniciou-se a utilizacdo de resinas sintéticas, tais como
o polietileno e o metacrilato de metila, com objetivos de bioimplantagéo cirurgica. Desde
entdo, outros materiais foram desenvolvidos, tais como o silicone, o0

“politetrafluoretileno”, o polietileno poroso e a poliamida, podendo ser veiculados em
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solucdo salina ou na forma de gel (MARQUES et al., 1989; HADDAD FILHO et al.,
2004).

Scales (1953) definiu as caracteristicas de um implante sintético ideal, as quais
englobariam cerca de nove parametros, conforme segue: 1) ndo causar modificacao
fisica no tecido ou 6rgao hospedeiro; 2) ser quimicamente inerte; 3) nao ser um material
carcinogénico; 4) ndo causar reacao alérgica, ou reacdo de corpo estranho; 5) ter a
comprovada capacidade de resisténcia a forcas mecanicas, tais como a tracdo e a
tensdo fisicas a que se possa submeter a area do implante; 6) poder ser fabricado na
forma, ou na conformacdo, desejadas (e, se possivel, em escala compativel com a
demanda); 7) poder ser submetido a esterilizacédo; 8) existir, ou estar disponivel, em
diferentes tamanhos e formatos, e, 9) ndo necessitar de reparo, apds ser realizado o
implante (SCALES, 1953; HADDAD FILHO et al., 2004).

Em relacdo ao emprego de materiais sintéticos, foi sugerido, para a sua
utilizacdo cirdrgica, que reproduzissem, de forma ideal, repostas inflamatorias agudas
minimas e que ocorresse uma incorporacéo tecidual “perfeita”, ou adequada, a cujo
conjunto pudesse se denominar de biocompatibilidade (NELL, 1983).

Materiais “biocompativeis” e seguros, foram considerados aqueles que, ao serem
submetidos a testes biol6gicos e mecanicos, nao mostraram resultados de reatividade
histopatologica, ou mostraram apenas uma reatividade inflamatoria discreta, em termos
de bioincorporacéo e de histocompatibilidade (HOLMES, 1990; HADDAD FILHO et al.,
2004).

Concernente ao implante de substitutos bioldgicos de procedéncia animal, muita
importancia tem sido dada ao pericardio bovino. Esse foi utilizado principalmente na
cirurgia cardiovascular, em consequéncia de sua alta resisténcia e da facil aquisicao
deste material (BARTEK et al., 1974 e HADDAD FILHO et al., 2004).

Outras membranas biologicas tém sido utilizadas experimentalmente ou na
pratica meédica, tais como: o centro tendinoso do diafragma de céo, objetivando a
reparacdo de defeitos musculares em ratos Wistar (BRUN et al., 2004); as membranas
da camada cortical 6ssea, “ndo mineral” e liofilizada de bovino, para implante
subcutaneo em ratos (YAMATOGI et al., 2005); a cartilagem auricular conservada em

glicerina a 98% (HADDAD FILHO et al. 2004); e as matrizes de colageno, previamente
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preparadas em solu¢des alcalinas, usadas essas, por exemplo, no reparo cirdrgico da
parede abdominal de equinos (VULCANI et al., 2008a).

3.8. Matrizes de Colageno Liofilizadas

O colageno € uma proteina fibrosa presente na pele, tenddes, 0ssos, dentes,
vasos sanguineos, intestinos e cartilagem, correspondendo a 30% da proteina total e a
6% em peso do corpo humano (TONHI e PLEPIS, 2002).

No processo de reparacao tecidual, o colageno é de fundamental importancia,
sua producédo pelos fibroblastos tem inicio entre o quarto e o quinto dia apds a injuria,
resultando em um significativo ganho de resisténcia da ferida. Desde modo, qualquer
sustancia com potencial para melhorar este processo auxiliara efetivamente o processo
de cicatrizacdo (SAGE, 1982; TEVES, 2001). Sdo produzidos no local da lesdo
colagenos tipo | e tipo lll, todavia o tipo Ill € o principal sintetizado no leito da ferida. A
quantidade de coladgeno aumenta com o tempo e apos duas semanas suas fibras
predominam na matriz celular (CARDOSO, 2003).

Esses biomateriais vém sendo utilizados como matéria prima na medicina,
odontologia e farmacologia, pois se trata de um material biocompativel, atoxico e
biodegradavel, além de inumeras propriedades biologicas (BIAGINI, 1991;
MUZZARELLI, 1994; CHAMBERLAIN, 1998). Ele pode se apresentar nas mais variadas
formas: membranas, esponja, pd, como agente hemostatico e materiais para
revestimento de queimaduras e outras lesfes, e ainda como suporte para o
crescimento de terminais nervosos periféricos danificados (YANNAS, 1980).

De um modo geral, o colageno é utilizado na sua forma original ou reconstituido,
associado principalmente a reacdes de reticulacdo com a finalidade de aumentar a
biocompatibilidade e propriedades mecanicas. Somente em alguns casos tem sido
guimicamente modificado por esterilagcdo, acilagcdo ou desaminacdo (GRIMM et al.,
1992; SHENOY e ROSEMBLATT, 1995).

Recentemente, materiais colagénicos tém sido obtidos de varias espécies de
animais, o que requer diferentes técnicas de conservacdo para preservar a sua
viabilidade e diminuir a sua antigenicidade. Esta preservacdo tem sido feita por
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congelamento ou agentes quimicos como solugdes mercuriais, acido acético glacial,
acido peracético e glicerina (VULCANI et al., 2008b).

A preservacdo das matrizes de colageno liofiizadas nédo pressupbe a
manutencdo da viabilidade celular, sendo que a eficiéncia da cirurgia reparadora
geralmente estd associada a reacao biolégica de reparacdo e ndo a sobrevida dos
elementos celulares presentes no implante, uma vez que o implante funciona como um
arcabouco ou suporte temporario a migracdo dos fibroblastos (PRISTA, 1990). Para
iSSo sdo necessarios: meios de preservacao que sejam de facil obtengéo, que impecam
a decomposicao e o crescimento de microorganismos, aumentem a resisténcia e atuem
por um periodo necessario a condicdo a que estdo sendo expostos (ALVARENGA,
1992).

Em seu trabalho, Vulcani et al. (2008), afirma que a composi¢édo quimica de uma
membrana biodegradavel determinard ndo somente a longevidade, mas também a
resposta inflamatoria e imune.

Segundo Vert et al. (1992), o termo “membranas biodegradaveis” € utilizado para
polimeros ou dispositivos solidos que devido a degradacdo das macromoléculas sofrem
dispersao in vivo, mas sem que ocorra a eliminacdo dos produtos e subprodutos pelo
organismo. Essas membranas podem sofrer acdo de elementos biol6gicos de forma
que a sua integridade possa ser afetada, formando fragmentos que poderdo ser
removidos do seu local de agédo, mas nao necessariamente do organismo.

Portanto, quando a estrutura biolégica de um 0Orgdo ou tecido ndo pode ser
reparada, a melhor alternativa para o restabelecimento das fun¢des normais de um
organismo é a substituicdo deste tecido lesado por um implante de um biomaterial,
como por exemplo, a matriz de colageno liofilizada (TONHI e PLEPIS, 2002; BARBANTI
e ZAVAGLIA, 2005).

3.9. O uso de matrizes de colageno liofilizadas na cirurgia
Quanto a utilizacdo de matriz de colageno liofilizada (MCL) VULCANI et

al.(2008b) descreveram que 0 no reparo cirargico da parede abdominal de equinos,

apos cirurgia, foi feita, com sucesso, a partir do emprego do tecido conjuntivo denso (ou
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tecido colageno), presente em centros tendinosos do diafragma de animais, sendo
previamente submetidos a solucdes alcalinas por diferentes periodos de tempo.

O biomaterial obtido é, genericamente, denominado de “matriz de colageno
liofilizada” (MCL), e houve a submissao, prévia, do tecido coldgeno a diferentes testes
fisico-quimicos para, a seguir, ser usado como implante cirdrgico. As amostras,
aparentemente ideais, para os implantes foram aquelas tratadas em meio alcalino,
durante 72 horas e, a seguir, liofilizadas. Como implantes eficazes, utilizaram-se
amostras de MCL submetidas a uma solucédo aquosa de glicerina a 98%. A aplicacdo
de membranas biologicas (BRUN et al., 2004; YAMATOGI et al., 2005), como, por
exemplo, o uso de um “fragmento” adequado de MCL na parede abdominal de equinos
(VULCANI et al., 2008a), tem sido til no reparo cirdrgico, constituindo-se num achado

valioso, e, aparentemente inquestionavel, para uso em técnica cirurgica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais, alimentacéo e instalagdes

Foram utilizados 60 ratos (Rattus norvegicus albinus), da variedade Wistar,
machos e adultos, com pesos corporeos variando entre 320 e 400 gramas. Os roedores
foram agrupados em dois grupos experimentais de 30 ratos em cada grupo, e cada
grupo em 3 subgrupos de 10 animais, em funcdo dos periodos de observacdo pos-
operatéria, fixou-se os periodos de tempos apOs as cirurgias em 15, 30 e 45 dias
respectivamente.

Nas fases que precederam as cirurgias experimentais, bem como durante o
periodo pdés-operatério, que precedeu a eutandsia para observacbes e coletas de
tecidos com o implante de MCL, os ratos foram mantidos em cativeiro, isolados entre si,
em ambiente adequado (Salas de Biotérios da FAMED\ACEG e do IBB/UNESP),

procedendo-se administracdo de alimentacdo e agua ad libitum.

4.2. Preparacgéo do gel de Aloe vera

As amostras de Aloe vera foram coletadas no banco de plantas medicinais do
campo experimental Rosa Dourada, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
de Garca — FAMED\ACEG, localizada no municipio de Garc¢a, estado de Sao Paulo. A
preparacéo do Aloe vera foi obtida a partir de um corte transversal da folha da planta e
em seguida extraindo-se da porgcédo central um produto in natura em forma de gel
(SEMENOFF SEGUNDO, 2007).

4.3. Preparacédo das matrizes de colageno liofilizadas
As matrizes de colageno foram preparadas no Departamento de Quimica e

Fisica Molecular, Grupo de Bioquimica e Biomateriais, Instituto de Quimica de Sé&o

Carlos — UFSCAR, a partir de centros tendinosos diafragmaticos de equinos (que
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vieram a oObito ou foram eutanasiados, exceto aqueles com doencas
infectocontagiosas), oriundos da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de
Jaboticabal — FCAV/UNESP.

Os centros tendinosos diafragmaticos foram lavados em solucao fisiolégica a
0,9%, permanecendo imersos por 4 horas. Apos este periodo, o material foi submetido
a congelamento, sob a temperatura de 15° C por 12 horas e -15° C por mais 12 horas.
Em seguida as amostras foram pesadas e submetidas ao processo de liofilizacdo. A
cada 12 horas elas eram novamente pesadas, até que ndo houvesse mais diminui¢ao
da massa, indicando desta forma a remocdo da agua presente no material.
Posteriormente as amostras foram esterilizadas em 6xido de etileno e acondicionadas

em embalagens de papel estéril de grau cirtrgico (VULCANI, 2008b).

4.4. Preparagdao cirurgica dos animais

Como procedimento inicial, os roedores foram acondicionados em recipientes
apropriados, contendo chumacos de algoddao embebidos com éter, e, em seguida,
anestesiados através de anestesia inalatoria.

A assepsia da regiao do dorso toracico, escolhida como local para os implantes,
foi realizada com 4&lcool iodado e procedeu-se também uma cuidadosa tricotomia
regional. Em sequéncia, foi realizada uma incisdo longitudinal mediana do dorso
toracico, imediatamente, abaixo da borda caudal das duas escapulas, com posterior
divulsdo dos tecidos moles subjacentes, e identificacdo da musculatura epaxial dorsal
superficial, sendo essa musculatura o parametro adotado para se avaliar a

profundidade da inciséo cirurgica.

4.5. Grupos experimentais

O primeiro grupo experimental de ratos, (grupo AV), recebeu o implante de MCL
e aplicacéo, na regiao operada de gel de Aloe vera in natura. Esse foi aplicado de forma
topica sobre a area cirdrgica, desde o poOs-operatorio até o evolver do processo

cicatrizante e reparatorio das cirurgias. Decorridos os periodos de 15, 30 e 45 dias de
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pos-operatério, os animais de cada subgrupo de roedores (10 animais em cada
subgrupo) foram, respectivamente, eutanasiados, visando coletas de materiais
biolégicos da regido abordada para estudos histologicos.

O segundo grupo experimental de ratos (grupo SF), considerado grupo controle,
recebeu também o implante e foi aplicada na regido operada, solucéo fisiologica a
0,9%, sendo realizada diariamente desde o inicio da etapa de cicatrizacdo, até a
eutanasia dos roedores. Os procedimentos cirdrgicos para o implante das matrizes e

sutura da pele foram semelhantes ao grupo AV.
4.6. Procedimento cirurgico

A metodologia cirtrgica utilizada, de modo geral, nos grupos experimentais para
o implante de molde de matriz de colageno liofilizada (MCL), constou das etapas de
pré-operatdério, trans-operatorio (transcurso da cirurgia) e pos-operatoério.

Na etapa de pré-operatério os roedores sofreram uma extensa e cuidadosa
tricotomia do dorso toracico e de modo, aproximadamente concomitante, eram pre-
anestesiados por inalagdo controlada de éter etilico, aplicado atraves de um inalador
cujo bocal cobria toda a parte rostral do focinho (Figura 1a).

Logo apos ligeira sedacédo, procedeu-se a inducdo e manutencao anestésica, em
aparelho de anestesia inalatéria®. Utilizou-se anestésico halogenado (halotano), diluido
em oxigénio, administrado por meio de mascara, em circuito de Brin. A concentracao
dos gases no procedimento cirargico era suficiente para manter o paciente no segundo
plano do estagio Ill de Guedel.

A seguir os animais foram colocados numa camara de inalacdo (Figura 1b), para
completar esta fase pré-anestésica. O parametro utilizado, neste caso, para se avaliar o
grau de sedacdo anestésica correspondeu a coloracdo do espelho nasolabial e das
extremidades dos digitos, relativamente ao grau de cianose observada.

Em seqiiéncia, os ratos pré-anestesiados foram conduzidos ao campo cirurgico,
em ambiente asséptico, e receberam uma solucéo dorsal de alcool iodado (anti-séptico

tépico), aplicado na regido tricotomizada (Figura 1c).

'Oxigel Materiais Hospitalares Industria e Com. Ltda, modelo 0600, S&o Paulo.
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Precedendo o periodo trans-operatério, e, concomitantemente, os ratos foram
submetidos ao inalador de halotano fixado a regido cefélica (Figura 1d), visando obter
eficiéncia plena da anestesia.

Durante estes procedimentos, os moldes de MCL eram hidratados com solucgéo
fisiol6gica (Figura 2a e 2b), objetivando-se, logo a seguir, sua implantacao.

Apés a selecéo e isolamento da area cirdrgica (Figura 2c¢ e 2d), procedeu-se uma
seccdo transversal, interescapular, na pele do dorso toracico (Figura 2e e 2f), e,
“divulséo” dos tecidos cutaneo e subcutaneo, tendo como limite de profundidade da
seccdo, a musculatura “epaxial” dorsal. Fez-se a implantacdo de cada molde de MCL
(Figura 3a e 3b), o qual foi alojado na profundidade da tela subcutanea (Figura 3c e 3d).

Imediatamente a seguir, se procedeu a sutura da pele com fio de nailon 3-0
(Figura 3e e 3f), utilizando-se pontos simples e separados, assim sendo concluida a

etapa trans-cirargica.
4.7. Anélise Histoldgica

Fragmentos de tecidos do dorso toracico dos ratos apds a incorporacdo das
matrizes liofilizadas de colageno foram coletados e fixados, em solucao de Bouin para
estudos de microscopia de luz (MO). Decorridos os tempos de fixacao histoldgica, os
tecidos foram conduzidos para a rotina habitual de MO, com obtencéo de fragmentos
histologicos incluidos em paraplast. Posteriormente, foram obtidos cortes histologicos
de 5 a 7 um de espessura, que foram corados com HE e tricromicos de Masson
segundo a técnica de Behmer et al. (2003). Os cortes foram analisados e
documentados em microscépico 6ptico de pesquisa®. Foi utilizado também um
equipamento de multi-analises, sendo composto por um microscopio fotografico
Axiophot® e um sistema de anélise de imagens Zeiss KS-300*

No sistema KS-300, foi realizada, também, a analise histomorfométrica da
espessura das matrizes liofilizadas de coladgeno em relagcdo ao tempo nos grupos de
Aloe vera e solucédo fisiologica 0,9% aos 15, 30 e 45 dias de implante no tecido

subcutaneo do dorso toracico de ratos Wistar.

% Olympus Inc. BH-2, Japao.
% Axiophot, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha.
* Carl Zeiss, KS 300, Oberkochen, Alemanha.
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4 8. Tratamentos

Os passos tomados a seguir foram: o aguardo do término do periodo anestésico,
conducao dos roedores as caixas de criatério e a aplicacdo topica no primeiro grupo
experimental de gel de Aloe vera e no segundo grupo de solugéo fisiolégica a 0,9%. Os
ratos passaram entao a receber visitas diarias, sete vezes por semana, uma vez ao dia
e sempre no mesmo horario. As aplicacdes eram realizadas com animais em estado de
alerta, sendo os mesmos contidos manualmente enquanto o auxiliar realizava a
aplicagdo, da mesma forma como foi realizado nos trabalhos de Pagnano (2005) e
Semenoff-Segundo (2007). O gel de Aloe vera in natura foi aplicado sobre as suturas
cutdneas com o auxilio de uma espatula plastica descartavel, enquanto que a solu¢éo
fisioldgica foi aplicada com o uso de um conta gotas, preenchendo toda a superficie da
sutura. O tratamento foi mantido até o término do experimento aos 45 dias.

4.9. Andlise estatistica dos dados
Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia utilizando-se o
programa estatistico Statistical Analysis of Sistems “SAS” (2002) e as médias

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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C

Figura 1. a, b, c, d, e, f: Mostram as etapas cirdrgicas de preparo para o implante dos moldes de MCL nos ratos
da variedade Wistar, machos e adultos, durante a realizacdo do experimento. Em a e b, a fase inducdo
anestésica; em c, a anestesia inalatéria e em d, a demonstracdo do local para o implante das matrizes.
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Figura 2. a, b, c, d, e, f: Mostram as etapas cirlrgicas de implantagdo dos moldes de MCL no tecido
subcutaneo do dorso toracico dos ratos durante os procedimentos experimentais. Em a e b, é
realizada a hidratacéo dos moldes; em c e d, o preparo do campo cirdrgico e em e e f a demonstram

o0 inicio da implantacdo das matrizes.
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Figura 3. a, b, c, d: Mostram as etapas cirirgicas de implantacéo dos moldes de MCL no tecido subcutaneo do
dorso toracico dos ratos durante os procedimentos experimentais. Em a e b, é realizada a hidratacéo
dos moldes; em ¢ e d, o preparo do campo cirtrgico e em e e f a demonstram o inicio da implantacéo
das matrizes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A evolucéo da cicatrizacdo ao nivel macroscopico foi considerada clinicamente
normal. Observou-se, nos quinze primeiros dias a formacgéo de tecido de granulacéo, e
nao foi evidenciada a formacéao de abscessos.

Ao nivel histologico nos ratos dos dois grupos experimentais ndo foram
observados alteragbes marcantes nos tecidos cortados (pele e hipoderme), a ndo ser
aos 15 dias de idade em que se caracterizaram 0s eventos tipicos de um processo
inflamatério agudo asséptico, e decorrente das lesbes cirargicas. Aos 45 dias apds a
cirurgia os cortes se apresentavam totalmente cicatrizados.

No grupo de ratos Aloe vera, tratados com gel de extrato liquido de Aloe vera
(15 dias), os resultados foram, em linhas gerais, similares ao grupo SF, no mesmo
periodo. Todavia a bioincorporacdo dos moldes a partir dos 30 dias, acontece de forma
mais intensa que no grupo AV, apresentando cpsulas mais delgadas, maior nimero
relativo de fibroblastos e fibracitos que invadiam a matriz. Aos 45 dias, no grupo AV, 0s
moldes apareceram menos espessos do que no grupo solucgéo fisiolégica 0,9% (SF), de
45 dias, havendo total bioincorporagédo dos moldes implantados (Figura 4).

No grupo experimental de ratos, com emprego de gel de Aloe vera, aos 15 dias
de poés-implante, aparentemente, houve aumento dos moldes de MCL (Figura 5), pelo
menos, ha dimensdo microscopica, da regido tecidual bioincorporada. Tal aumento ndo
foi acompanhado de alteragcdes macroscopicas a vista desarmada.

Nas observacdes realizadas em microscopia de luz (ML), feitas sobre os
implantes de moldes de matriz de colageno liofilizado (MCL), no grupo AV, apos 15 dias
de pos-operatério, notou-se processo inflamatério agudo e grande evidencia do molde
implantado, que apresentava areas com infiltrado de células mononucleares (Figuras 6
e 7). A parte periférica dos moldes mostrava-se com maior eosinofilia retratando,
efetivamente, maior resposta biocompatibilizante, assim como uma marcante ocorréncia
de neovasculatura. (Figuras 6 e 7).

Aos trinta dias, no grupo implantado com molde de MCL e tratado com gel de

Aloe vera (AV), verificou-se processo inflamatério moderado. Histologicamente, com o
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emprego de maiores aumentos, notou-se ainda presenca de infiltrado inflamatorio
mononuclear discreto, associado a proliferacdo de fibroblastos (Figuras 6 e 7).

Ocorréncia de neovasculatura e de inicio da maturacdo do tecido conjuntivo
fibroso foi observada in loco no grupo AV com 30 dias. Ademais, resquicios do
biomolde apareciam, de forma evidente, sendo mais biocompatibizados do que no
grupo de solucao fisiologica 0,9% aos 30 dias de poés-operatério (Figuras 6 e 7; e
Tabelal).

No grupo AV, apos 45 dias de implante, o molde de MCL se apresentava
reduzido e circundado por tecido conjuntivo, ocorrendo ainda uma apreciavel
quantidade de tecido adiposo de natureza hipodérmica (Figura 8).

No grupo dos ratos tratados com solucao fisiolégica 0,9%, verificaram-se as
etapas do processo inflamatério agudo (15 dias), formacédo de tecido de granulacao,
linfedema e aporte de leucdcitos (30 dias) e persisténcia dos eventos inflamatérios,
porém mais brandos, com aparente incorporacdo dos moldes de MCL (45 dias pos-
cirdrgico) (Figura 4).

Os resultados obtidos no grupo (SF), exceto aos 15 dias de pdés-operatorio,
mostraram valores médios mais discretos quanto a espessura dos moldes implantados.
Logo a consisténcia dos moldes de MCL foi menos alterada, ou talvez, os moldes foram
menos biocompatibilizados, relativamente aos resultados visualizados no grupo Aloe
vera (Figuras 9 e 10).

As areas circundantes dos moldes implantados, no grupo com SF aos 15 dias de
pos-operatério, mostraram as caracteristicas marcantes de um processo inflamatério,
caracterizando-se algumas células inflamatérias mononucleares (linfocitos), com
moderada quantidade de fibras colagenas e também ocorreram fibroblastos, ndo muito
abundantes (Figuras 9 e 10).

No grupo SF, aos 15 dias de pés-operatério, os blocos de MCL estavam
incorporados no tecido subcutédneo dorsal dos ratos. Estes moldes mostravam-se bem
evidentes e bastante contrastados, em sua maior extenséo, verificando-se a presenca
dos tecidos dérmicos e hipodérmicos adjacentes Numa determinada extens&o, por
outro lado, a parte dos moldes predominantemente voltada para o estrato reticular da

derme, jA se mostrava infiltrada por células do tecido conjuntivo fundamental. Dentre
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estas células, observadas em aumentos histologicos maiores, foi possivel visualizar
fibroblastos, fibrocitos e macrofagos (Figuras 9 e 10).

No grupo SF, aos 30 dias, o implante biol6gico mostrava contornos irregulares,
bem como era notoria a presenca de um processo inflamatério moderado (Figura 11 e
12). Ademais, se notou a ocorréncia de infiltrado linfoplasmocitario moderado, formado
de células inflamatérias mononucleares. Destacaram-se linfécitos, fibroblastos,
fibrécitos e macréfagos.

Neste grupo SF de 30 dias de pds-cirurgia, as dimensdes do implante de MCL ja
apareceram menores do que no grupo SF 15 dias (Figura 4 e Tabela 1). Indicios de
neoangiogénese foram também visiveis em ambas as figuras destacadas (Figuras 13 e
14).

Aos 45 dias do pos-implante de moldes de MCL, no grupo de SF, verificou-se a
continuidade do processo inflamatério, porém ele foi menos intenso do que aquele
notado nos grupos de SF de 15 e 30 dias do experimento (Figuras 13 e 14).

Em aumentos maiores de ML, notaram-se raras células inflamatorias
mononucleares (linfécitos), Observaram-se, também, fragmentos menores da
membrana biologica implantada, acompanhada de discreta quantidade de fibroblastos e
fibras colagenas (Figuras 11 e12).

Quando aplicado o teste de Tukey a 5% de probabilidade aos resultados nos
dois grupos experimentais, pode-se observar que: considerando as avalia¢des, aos 15
dias ndo se mostraram estatisticamente significantes, ao se utilizar Aloe Vera.
Entretanto aos 30 e 45 dias, a diferenca foi significativa (P<0,05).

Em relacdo ao grupo SF, as duas primeiras avaliagbes, 15 e 30 dias, ndo se
mostraram estatisticamente significantes. Porém aos 45 dias a diferenca foi significativa
(P<0,05).
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Tabela 1. Valores das médias e erro padrdo das espessuras (um) das matrizes liofilizadas de colageno
(MCL), em ratos tratados com Aloe vera (AV) e Solucao Fisiolégica 0,9% (SF), em fungédo do
tempo de implante no tecido subcutaneo do dorso toracico de ratos Wistar.

DIAS POS- ALOE VERA SOLUGAO
IMPLANTE FISIOLOGICA
0,9%
15 2272,9+ 20,94 aA 2176,6 £13,77 aA
30 1929,7 10,89 bB 2048,4 +17,19 aA
45 3149+12,12cB 1429,8 £ 16,85 bA
1505,8 B 18849 A

Médias seguidas da mesma letra, mindscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

2500

2000

1500

1000 m Grupo Aloe vera

B Solugdo Fisiolégica0,9%

Espessura do Corte em um

500

15 30 45

Dias

Figura 4. Representacdo grafica comparativa das médias das alturas (espessuras em pum), das
matrizes liofilizadas de coladgeno (MCL) em relag&o ao tempo, nos grupos Aloe vera (AV)
e solucao fisiologica 0,9% (SF), aos 15, 30 e 45 dias de implante no tecido subcutaneo do
dorso torécico de ratos Wistar.

Durante o processo de cicatrizagao, neste trabalho, ndo se observou a presenca
de exsudado e de odor, tendo 0 mesmo sido observado nos resultados obtidos por
Semenoff-Segundo et al. (2007).
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Ao nivel subcutaneo, com os moldes implantados de MCL, ndo se registraram
respostas patolégicas evidentes como infecgdes, necroses teciduais e calcificacdes
(HADDAD-FILHO et al., 2004 ;ROSSA et al., 2005; BENGTSON et al., 2006).

Apés a utilizacdo do gel de Aloe vera, pode observar-se que 0s animais tentavam
retira-lo do local da ferida, provavelmente pela sua acdo analgésica e antiinflamatoria
(MOURELLE et al., 1996; ANTONIO, 2005).

E de consenso na cirurgia que a formacdo de uma crosta € um sinal positivo no
reparo (YOUNG e HEATH, 2001), apresentando uma maior formacdo de vasos
sanguineos, infiltrado inflamatdrio e fibras colagenas. Observou-se, no presente
trabalho, a formacdo de crostas, no entanto, diferente dos resultados observados por
Oliveira (2000) e Semenoff-Segundo et al. (2007), ndo houve a necessidade da
remocao das crostas aos sete dias de pés-operatorio, pois as mesmas destacaram-se
naturalmente sem a necessidade de remoc¢ao manual.

Este fato deve-se provavelmente a manutencdo do meio Umido, o0 que
proporcionou a viabilidade das células e permitiu que elas liberassem fatores de
crescimento e estimulasse a sua producdo (BLANES, 2004). Além disso, evitou a
desidratacdo, acelerou a angiogénese, reduziu a dor e permitiu o desbridamento
autolitico dos tecidos nos dois grupos.

O grupo tratado com gel de Aloe vera mostrou maior velocidade nos processos
de inflamagcdo aguda, o mesmo observado no trabalho de Pagnano (2005), e de
bioincorporacdo dos moldes, provavelmente porque além de se valer dos mecanismos
intrinsecos da via classica de reparo tecidual, também foi favorecida por substancias
cicatrizantes préprias do gel de Aloe vera. O mesmo sendo observado por Dorneles et
al. (2003), ao relatar uma maior contracdo das feridas cirdrgicas e uma melhor
epitelizacdo ao se utilizar derivados de Aloe vera, quando comparados ao grupo
controle. Além do que se considerou anteriormente, no grupo de AV de 45 dias foi
notdria a diminuicdo dos valores médios de espessuras dos moldes implantados de
MCL (Tabela 1).

Isso poderia significar uma melhor incorporacdo e histocompatibilizacdo do
molde de MCL junto aos tecidos dérmicos e subcutaneo, adjacentes a pele do dorso

cutaneo dos ratos submetidos aos implantes de MCL e tratados com gel de Aloe vera.
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O Aloe vera foi utilizado com o intuito de ser um elemento potencializador ou
co-adjuvante (ALONSO, 1998), na resolucado do processo inflamatério decorrente do
implante de MCL, o que acabou sendo observado aos 45 dias de pdés-cirtrgico. Isso
vem ao encontro ao que foi relatado por Kilic (2007), sobre os dados clinicos do
processo de cicatrizacdo na presenca de Aloe vera. Este autor observou que este
agente produziu uma melhora trés vezes superior ao processo de cicatrizacdo de
cirurgias na cavidade abdominal. Essa acdo poderia ter favorecido a
“biocompatibilidade” dos moldes de MCL durante a fase inflamatéria aguda do
processo.

Dentre as substancias que podem ter contribuido efetivamente no processo de
cicatrizagdo e incorporac@o das matrizes liofilizadas de coldgeno no presente trabalho,
podem destacar os derivados antraquindicos como a aloina (MOURELLE et al., 1996),
acidos organicos, vitaminas A, B e C, aminoacidos, polissacarideos e glicoproteinas
com atividade antitumoral e antiinflamatéria (ROIG, 1988; SURJUSHE et al., 2008).

Estes componentes fitoquimicos presentes no gel de Aloe vera poderiam explicar
0 processo inflamatdério agudo mais brando, observado no grupo Aloe vera e a menor
sensibilidade nos primeiros dias de tratamento. Mourelle et al.(1996), relataram em seu
trabalho a acdo analgésica da Aloe vera em testes de sensibilidade dolorosa.

Outras substancias cicatrizantes e antiinflamatérias presentes no gel de Aloe
vera, podem ter contribuido para o abrandamento do processo inflamatério no grupo
AV, destacando-se os eucosanoides e terpendides, e também substancias “fito-ativas”
como giberelina e auxina, que estimulam producao local de anticorpos, além de varios
ions inorganicos, presentes no gel Aloe vera, que atuam, igualmente, como fatores
essenciais no processo de reparacao tecidual (MOTYKIE et al., 2004).

Os animais do grupo tratado com solucéo fisiologica a 0,9% apresentaram bons
resultados, porém inferiores ao grupo tratado com Aloe vera em relagcédo a cicatrizacao
da pele. O mesmo foi observado por Silva (2004), em seu trabalho sobre a cicatrizacédo
da pele de ratos quando utilizou trés agentes de limpeza para as feridas, sendo que a
solugéo fisiologica apresentou menor percentual de cicatrizacao.

Comprovou-se em todos os grupos estudados, com o implante de MCL, que o

tecido de granulacdo era rico em capilares sanguineos. Todavia, no grupo tratado com
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Aloe vera, houve um incremento na neoangiogenése local, provavelmente, pela sua
acao antiinflamatoéria que, por sua vez, contribuiu efetivamente com a diapedese de
leucécitos imunocompetentes ao local do implante (MODOLIN e BEVILACQUA, 1985;
YOUNG e HEATH, 2001).

Em relacdo a matriz de colageno liofilizada, utilizada neste experimento, Vulcani
et. al. (2008a) relataram que ela é constituida basicamente de colageno tipo |, e por ser
absorvivel, ndo requer posterior remocao, vantagem observada por Yamatogi et al.
(2005) em relacdo as membranas ndo absorviveis, que necessitam de uma segunda
intervencdo cirdrgica para sua retirada.

Outro fato relevante é que uma membrana deve permanecer estruturalmente e
funcionalmente integra para permitir a migracdo de células do tecido hospedeiro e
promover a regeneracdo do tecido original lesado. No presente experimento foi
observada aos 45 dias ap6s os implantes de matriz de colageno liofilizada, uma
migracdo de células mais efetiva no grupo AV onde se observou também, um estagio
mais avancado de reparacdo com a substituicdo por tecido caracteristico da area. Este
dado também foi observado por Bengtson et al.(2006), apdés o término do periodo
experimental de seu trabalho com implantes de proteina morfogenética de 0sso no
tecido subcutaneo de ratos.

O tipo de resposta organica, obtida no presente experimento, vem de encontro
com as consideracdes de Franke (2003) sobre os moldes dotados de boa
“biocompatibilidade”, evidenciando que a MCL, certamente, esta entre estes tipos de
moldes compativeis.

A possibilidade de ocorrer um processo inflamatério crénico e formagédo de
granulomas como respostas bioldgicas também se ressaltam (SILVER e MASS, 1994).
Entretanto, esse tipo de resposta ndo ocorreu no presente trabalho com os implantes
de MCL, quando os moldes foram veiculados em Aloe vera ou quando foram tratados
com solucéo fisioldgica.

Efetivamente, o organismo apresenta mecanismos de resposta inespecifica a
invasdo de um agente estranho (YOUNG e HEATH, 2001), a exemplo de um biomolde
implantado, sendo esta resposta denominada “inflamacéo”, a qual pode ser aguda ou

cronica. Mas, o tipo de resposta inflamatéria notada com o bioimplante de MCL, no
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subcutaneo do dorso dos ratos, foi predominantemente do tipo agudo, caracterizando-
se pela ocorréncia de alteragBes vasculares, maior fluxo sanguineo e producédo de
exsudato inflamatdrio rico em fibrina no local do implante, estando de acordo com as
observacdes feitas por Rossa et al. (2005) e Haddad Filho et al. (2004).

Posteriormente, os campos cirtrgicos implantados com MCL mostraram, ao nivel
histologico, a presenca de leucocitos granulares e de macrofagos, bem como o
aumento do namero de fibroblastos presentes nas areas operadas, 0 mesmo tem sido
observado por Bengtson.(2006).

Embora na casuistica do presente trabalho, a tendéncia foi a de se circunscrever
os moldes, pelo tecido de granulacdo formado e, se possivel, de expulsa-los, posto que
fossem identificados como agentes invasores isto, efetivamente, ndo ocorreu. A
tendéncia ao encapsulamento do material implantado, bem como a presenca de
processo inflamatoério reparacional, também foi observado nos trabalhos de Haddad
Filho et al. (2004) e Yamatogi et al. (2005).

Face ao exposto, o processo inflamatoério tendeu, com o evolver do tempo de
pos-operatério, a ser substituido por tecido cicatricial decorrente da presenca de
coldgeno de neoformacgdo, segregado pelos fibroblastos ativados neste processo.
Porém, na casuistica desse trabalho, apesar da observacao do tecido de granulacéo,
da ocorréncia de muitas células imunocompetentes e de fibroblastos circunscrevendo
os moldes de MCL implantados, efetivamente ndo se observou 0 processo cicatrizante
ao redor dos moldes, sendo estes bioincorporados de modo muito natural aos 45 dias

de poOs-operatorio.



Figura 5: Corte histolégico da pele de rato Wistar com implantes de matriz de colageno
liofilizada (MCL), correspondendo ao grupo AV 15 dias: regido da derme - Vasos
Sanguineos (VS), Fibroblastos (seta Cheia) Infiltrado de células mononucleares
(Cabecga de Seta), Macrofagos (asterisco), Fibras Colagenas (FC) H.E., 40x
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Figura 6: Corte histolégico da pele de rato Wistar com implantes de matriz de colageno
liofilizada (MCL), correspondendo ao grupo AV 30 dias: regido da derme —
Matriz de colageno liofilizada (MCL), Tecido Conjuntivo (TC), Capilares
Sanguineos (CS), Fibroblastos (Seta Cheia), Macréfago (asterisco).

Infiltrado de células mononucleares (Cabeca de Seta), Masson, 40x,
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Figura 7: Corte histolégico da pele de rato Wistar com implantes de matriz de colageno
liofilizada (MCL), correspondendo ao grupo AV 30 dias: regido da derme —
Matriz de colageno liofilizada (MCL), Secrecdo Eosinofilica (SE), Capilares
Sanguineos (CS), Fibroblastos (seta cheia), Infiltrado de células
mononucleares (cabeca de seta), Hemacias (H), Macréfagos (asterisco)
H.E., 40X, mmm—20pm.
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Figura 8: Corte histolégico da pele de rato Wistar com implantes de matriz de colageno
liofilizada (MCL), correspondendo ao grupo AV 45 dias: regido da derme — Fibras
Coladgenas (FC) Fibroblastos (seta cheia), Fibrocitos (seta fina), Macrofagos
(asterisco), Células Mononucleares Linfocitarias (cabeca de seta), Células
Gigantes (G), Vasos Sanguineos (VS), H.E., 40X, mmmmmm?20um.
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Figura 9. Corte histoloégico da pele de rato Wistar com implante de matriz de colageno
liofilizada (MCL), correspondendo ao grupo SF 15 dias: regido da derme -
Vaso Sanguineo (VS), Fibroblastos (seta cheia), Linfécitos (cabeca de seta),
Macroéfagos (asterisco), H.E., 40X, mmmmm20pm.
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Figura 10. Corte histolégico da pele de rato Wistar com implante de matriz de colageno
liofilizada (MCL), correspondendo ao grupo SF 15 dias: regido da derme —
Tecido conjuntivo (TC), Matriz de colageno liofilizada (MCL), Arteriolas (A),
Fibroblastos (seta cheia), Fibrécitos (seta fina), Linfécitos (cabeca de seta),
H.E., 40X, mm—m0pm.
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Figura 11. Corte histolégico da pele de rato Wistar com implante de matriz de colageno
liofilizada (MCL), correspondendo ao grupo SF 30 dias: regido da derme — Matriz
de colageno liofilizada (MCL), Capilares Sanguineos (CS), Tecido Adiposo (TA),
Fibroblastos (Seta Cheia), Macrofagos (asterisco), Infiltrado de células
mononucleares (ICM), H.E., 40X, mmmm—m20um.
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Figura 12: Corte histoldgico da pele de rato Wistar com implante de matriz de colageno
liofilizada (MCL), correspondendo ao grupo SF 30 dias: regido da derme — Matriz
de colageno liofilizada (MCL), Arteriolas (A), Fibroblastos (seta cheia), Fibrocitos
(seta fina), Macréfagos (asterisco), Linfécitos (cabeca de seta), H.E., 40x,
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Figura 13. Corte histologico da pele de rato Wistar com implante de matriz de colageno
liofilizada (MCL), correspondendo ao grupo SF 45 dias: regido da derme —
Matriz de colageno liofilizada (MCL), Tecido Adiposo (TA) Fibroblastos (seta

cheia), Macréfago (asterisco), Infiltrado de células mononucleares (cabega de
seta), H.E., 40X, mmmmm—m20pm.
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Figura 14. Corte histolégico da pele de rato Wistar com implante de matriz de colageno
liofilizada (MCL), correspondendo ao grupo SF 45 dias: regido da derme —
Matriz de colageno liofilizada (MCL), Vasos Sanguineos (VS), Fibroblastos

(Seta Cheia), Infiltrado de células mononucleares (cabec¢a de seta), Hemacias

43
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6. CONCLUSAO

Dentro das condi¢des experimentais observadas neste trabalho, pode-se concluir que:

[
1

A matriz de colageno liofilizada (MCL) cumpre em termos de biocompatibilidade,
o0 papel de um bom implante biolégico, pois ndo promoveu necrose no tecido

hospedeiro ou a formacao de abscessos.

2- No decorrer do periodo de observacao, até os 45 dias, ndo se evidenciou sinal

de infeccdo ou reacdo de corpo estranho significativa das matrizes.

3- A matriz de colageno liofilizada permitiu o crescimento de tecido conjuntivo

neoformado e bem vascularizado no interior das matrizes de colageno.

4- O gel de Aloe vera acelerou o processo de cicatrizacdo das feridas cirargicas e
propiciou melhor incorporacdo das matrizes de colageno liofilizadas no tecido

subcutaneo dos ratos.

5- Recomenda-se, portanto, a utilizacdo de matrizes de colageno liofilizadas
associada ao uso concomitante de Aloe vera nos procedimentos cirlrgicos de

reparacgéao tecidual.
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