UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

OBTENGAO E PROCESSAMENTO DE MATRIZES
TRIDIMENSIONAIS DE COLAGENO E IMPLANTAGAO EM
PAREDE ABDOMINAL DE EQUINOS

Valcinir Aloisio Scalla Vulcani

Médico Veterinario

JABOTICABAL — SAO PAULO — BRASIL
Janeiro de 2008



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

OBTENCAO E PROCESSAMENTO DE MATRIZES
TRIDIMENSIONAIS DE COLAGENO E IMPLANTAGAO EM
PAREDE ABDOMINAL DE EQUINOS

Valcinir Aloisio Scalla Vulcani

Orientador: Prof. Dr. Delphim da Graca Macoris

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterinarias — Unesp, Campus de Jaboticabal,
como parte das exigéncias para a obtencao do
titulo de Doutor em Cirurgia Veterinaria.

JABOTICABAL — SAO PAULO — BRASIL
Janeiro de 2008



Vulcani, Valcinir Aloisio Scalla Vulcani
V9910 Obtengdo e processamento de matrizes tridimensionais de
colageno e implantagdo em parede abdominal de eqiinos / Valcinir
Aloisio Scalla Vulcani. — — Jaboticabal, 2008
xi, 74 f. ; 28 cm

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Ciéncias Agrérias e Veterinarias, 2008

Orientador: Delphim da Graga Macoris

Banca examinadora: Ana Maria de Guzzi Plepis, Luis Claudio
Lopes Correia da Silva, Anténio Carlos Alessi, José Wanderley
Cattelan

Bibliografia

1. Eqlinos-implantes. 2. Equinos-colageno. 3. Membranas
bioldgicas. I. Titulo. Il. Jaboticabal-Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinérias.

CDU 619.636.1

Ficha catalogréfica elaborada pela Se¢do Técnica de Aquisi¢do e Tratamento da Informagdo —
Servigo Técnico de Biblioteca e Documentagao - UNESP, Campus de Jaboticabal.



iy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u n e s p VAV CAMPUS DE JABOTICABAL

FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS

-

CERTIFICADO DE APROVAGCAO

TiTULO: OBTENCAO E PROCESSAMENTC DE MATRIZES TRIDIMENSIONAIS
DE COLAGENO E IMPLANTACAO NA PAREDE ABDOMINAL DE EQUI
NOS

AUTOR: VALCINIR ALOISIO SCALLA VULCANI

ORIENTADOR: Dr. DELPHIM DA GRACA MACORIS

Aprovado como parte das exigéncias para obtencao do Titulo de DOUTOR em CIRURGIA
VETERINARIA pela Comissao Examinadora:
e e S

/E)/Cﬂ)/ L\_ACKC"Q/\"_\ .

Dr. DELPHIM DA GRACA MACORIS

D) |
Dra. ANA MARIA DE GUZZI PLEPI

Dr. LUIS GLAUDIO LOPES CORREIA DA SILVA

Dr. %’E WAN DERLEY/ CATTELAN
m-

Dr. ANTONIO CARLOS ALESS|

Data da realizac@o: 16 de janeiro de 2008.
R g
- # : "1_(‘/&,9/‘-—’; ' A

President& da Comissao Examinadora
Dr. DELPHIM DA GRACA MACORIS




DADOS CURRICULARES DO AUTOR

VALCINIR ALOISIO SCALLA VULCANI - nascido em S&o Carlos, SP no dia 26 de
outubro de 1978, iniciou o curso de medicina veterinaria em fevereiro de 1997 na
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias de Jaboticabal (UNESP), tendo
concluido-o em dezembro de 2001, apresentando a monografia intitulada “Atopia e
hiperestrogenismo em fémea canina”. Adentrou, em margo de 2002, no curso de
pds-graduacdo em bioengenharia, nivel mestrado, do curso de pds-graduacao em
bioengenharia interunidades (Escola de Engenharia de Sao Carlos — Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto — Instituto de Quimica de Sao Carlos) da Universidade
de Sao Paulo (USP), sob orientacao da Professora Dra. Ana Maria de Guzzi Plepis e
concluiu o curso em janeiro de 2004, apresentando a dissertacao intitulada “Matrizes
de colageno para liberacao controlada de progesterona”. Iniciou, em marco de 2004,
o curso de pds-graduacao em cirurgia veterinaria, nivel doutorado, sob orientacdo do
Professor Dr. Delphim da Graga Macoris desenvolvendo o projeto intitulado
“Obtencao, caracterizacdo e implantacao de matrizes tridimensionais de colageno
para reconstrugdo dos tecidos moles da parede abdominal de equinos”.



“Encarada sob certa perspectiva, a
‘metodologia’ parece uma  questao
puramente técnica, sem nenhuma relacao
com a ideologia; pressupbe-se que ela tem
a ver apenas com meétodos para extrair
informagées fidedignas do mundo, métodos
para coligir dados, construir questionarios,
amostragens e analisar o0s resultados.
Entretanto, ela é sempre muito mais do que
isto, pois comumente esta carregada de
pressuposicoées que todos aceitam...”

(Alvin Goudner).
e

“Contra o positivismo, que para perante os
fenébmenos e diz: ‘Ha apenas fatos. eu
digo: ‘Ao contrario, fatos € o que ndo ha; ha

s n

apenas interpretacoes’.
(Nietzsche)
Portanto

“Nada é mais importante que ver as fontes

da invengdo que sdo, na minha opinido,
muito mais importantes que as proprias
invengées.”

(Leibniz)



Ofereco

Aos meus queridos amigos equinos, que
tiveram seus corpos sacrificados para que eu
pudesse testar uma hipotese...

Por hora s6 posso consagrar o trabalho a
vocés, quica, um dia, os testes sejam diferentes
e sO0 se cumpra a parte interessante do
experimento...
A aplicacgo...



AGRADECIMENTOS
A Deus.
A toda minha familia
Ao Professor Delphim da Gragca Macoris, que permitiu, em primeiro lugar, que eu
adentrasse ao programa de pos-graduagdo em cirurgia veterinaria e realizasse o
doutorado. Agradeco pela oportunidade, pelos ensinamentos, pela orientacao e pela
convivéncia neste periodo.
A Professora Ana Maria de Guzzi Plepis do Instituto de Quimica da USP (IQSC) —
Séao Carlos, minha orientadora de mestrado, que permitiu a realizagdo deste trabalho
em conjunto com a USP.
A minha querida Vanessa que tanto apoiou e auxiliou no cuidado com os cavalos.
As minhas queridas amigas veterinarias, residentes do Hospital Veterindrio, Maria
Augusta, Maria Estela, Jerusa, Luiza e a todos os estagiarios que ajudaram durante
as cirurgias. Impossivel realizar o trabalho sem o grande auxilio de vocés.
Aos funcionarios do Hospital Veterinario que auxiliaram direta ou indiretamente na
execucdo dos procedimentos cirtrgicos. Sem ajuda ndo seria possivel executar
nossa tarefa.
Aos funcionarios do Grupo de Bioquimica e Biomateriais do IQSC que sempre me
acolheram gentilmente, desde o mestrado, e participaram ativamente de todas as
etapas de obtencio e caracterizacdo do material, em especial a Doutora Virginia da
Conceicdo Amaro Martins.
Aos funcionarios do setor de pds-graduacao que trabalham nos bastidores para que
toda a burocracia seja cumprida.
Ao Professor Cattelan, que me orientou em estagio de docéncia e acompanhou as
atividades do trabalho realizado.
A todos os professores da FCAV, pelos ensinamentos e periodo de convivéncia
durante este periodo.
Aos amigos e colegas da FCAV. Sdo numerosos, pecaria se deixasse alguem de
fora.
Aos amigos das republicas que me acolheram.
A Capes pela concessdo da bolsa de doutorado

A FAPESP pela concessao do auxilio ao projeto



SUMARIO
CAPITULO 1 — CONSIDERAGOES GERAIS.......cceeeertrrrereenresesssssssssssssssssssssssssasasanas I
B [ (o T ¥ o o 1

2. Parede abdominal: composicao tecidual e regioes de acesso cirurgico a
cavidade abdominal............cccciiiiiiimmme e ——————— 2

3. Biomateriais para reparacao de tecidos da cavidade abdominal: Estado da

Y o (= 5
3.1. Métodos de conservagao de tecidos animais ........ccccuuveerieiiiiieieiiiiereeeeeeeeeeeenn 10
3.2 Métodos de alteracdo Molecular de Tecidos ANIMaiS........ceuveeeeeeeeiieieieeeeneenenn. 10
3.3 Biomateriais de origem vegetal...........coooiiiiiiiiii 12

S =Y o U= Vo 14

5. CONCLUSOES ......ccocrererenrererssssessssessssssessssssssssssesssssssssssssssesssssssssssssssssssasanes 15

L0 L = () 15

8 5 (=3 (=) =1 T = L=, 15

CAPITULO 2 - OBTENCAO DE BIOMEMBRANAS DE COLAGENO A PARTIR DE
CENTROS TENDINOSOS DIAFRAGMATICOS DE EQUINOS: CONSIDERACOES
SOBRE A VARIAVEL TEMPO NO TRATAMENTO ALCALINO DO MATERIAL....22

== 3 T . 22
ADSIFACT..... e ——————————_ 22
114 Yo 1 o o 23

L IO I 0o = o =T o Lo TSR 23
P70 L = £ 27



B T 1V = 1= = VI= 0 1 0 =] (o Yo o X 27

3.1 Obtencao e Preparag@o das AMOSIIas ......cc.uveiiieeriiiiiiie e 27
3.2 ASPECTOS MACROSCOPICOS ......cooeeeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeesesnennnenenenens 29
3.3 ANAIISE TEIMICA ...uuuvuriieiiieieieieeee e e e e e e e e e e e e e e aeaaaaaaaeeeaaaas 30
3.4 Microscopia eletrOnica de Varredura...........cueeeeeee e 30
3.5 Ensaio de degradagao enzimatica por colagenase .........cccoeecuveeeeieeiiniiieeeeenn. 30
L 5 (=T H ] £ T Lo 31
4.1 ASPECTIO MACTOSCOPICO ... ueeieeieeee ettt e e e 31
4.2 ANAIISE TEIMICA ...ttt e e e e e e e e e e e e e s e e e e e e aeaeaaaaaaaeaeaas 32
4.3 Microscopia eletronica de varredura..........ooocueeeereeeeiiiieiee e 32
LI =T o 1T T L 34
LT 00T T 11 =T o = 35
A 5 =T (=T =Y T 35

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 SOLUGAO DE

GLICERINA A 98%...cctiiasmrrrsssamnrssssmssssssnnsssssssssssssmssssssssssssssnsssssssssssssssnssssasnnsssnssnns 38
L] Uy Lo 38
Y & =3 1 T 38
LI 1 £ o T 11 o= o 39
1.1 Interface Tecidos/Biomateriais: Definicdes e Conceitos ............cccvveeeeerirnnee. 39
1.2 Processo inflamatério relacionado com a presenca de biomateriais ............... 40
1.3 Atividade celular durante o processo inflamatorio ...........cccceeevviiiiiiiiie i, 42
1.4 Potencial carcinogénico dos biomateriais .........c..eeeeeriiiiiiiiiieiiieieee e 43



P70 L = £ 44

3. Material @ MEtOdOS........cceriiimrririmrrrr s sm s e smm s s mn s e 44
3.1 Animais, alimentacao € aCOMOdAGOES. ..........uvuieeeiiiiiiiie e 44
3.2 ObtenCa0o das amMOSIIAS . ......uueiiiiiiiiiiieiia ettt e a e e e s 45
3.3 Analise da capacidade de hidratacao das amostras em fungao do tempo....... 46
3.4 Implantagao Experimental ... 47
3.5 Retirada dos implantes e tecidos adjacentes. .........ccccuvvuviiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e, 50
3.6 Avaliacao HistopatolOgiCa......cceuuiiiueiieiiee et 50
A B L= [T T=T =T =T o) (o 51
3.8 ANAliSE ESTAtISTICA .. .uvvrriiieieieiieie e 51

L 5 (== H ]| £ T Lo 52
4.1 Analise da capacidade de hidratacdo das amostras em funcao do tempo ...... 52
2 NV 11 = Vo= o T o 1 o= LR 54
R Y 11 = Vo= Lo T ot (0 (o | (o= WSS 54
4.4 Avaliagao HistopatolOgiCa ... ..cuueieeiiiiiiiiiie et 55

4.4.1 POlIMOIfONUCIEAIES ....eeevveiiiieeee e e 55
4.4.2 LINTOCITOS ...eeeeeeee ittt e e 56
4.4.3 MACIOFAZOS ...ceeeieieeiee et 56
4.4.4 FIDrobIastOS. ...ccoo i 57
4.4.5 NEOVASCUIANZAGAD ... uuuuuuuieiitiiieiiee ettt e e e e e e e e ee e 58
4.4.6 Atividade celular em fios de SULUra .......coeveeeiiiiiii i 59
4.4.7 Célula gigante multinucleada .............cooooriiiiieiiii e 59
4.4.8 COMPAraGao E€NIrE 0S SEXOS ..eeeiiiiurrrrieeeriaiiirereeeeaaaassrrreeeesaaanrnreeaesaensnns 59
4.4.9 Verificagdo de metaplasia e formagao de células dsseas.........ccccceeeuunnen. 62
LT 0 1= oW == Vo 62

III



5.1 Consideracgdes sobre a técnica de implantagdo..........cceeeeeeviviiiieiic i, 62

5.2 Retirada dos implantes — Percepcéao sobre a fibrose durante o ato cirdrgico62

5.3 Processo inflamatério e resolutivo cicatricial ... 63

5.4 NeOVASCUIANZAGAD ...ttt e e 67

5.5 Verificagdo de metaplasia e formacao de células 0sseas.........cccvvveeeeeeenenn. 67

LT 0T g o L1 =T = 67
A 5 =T (=T =Y 4 T 68
CAPITULO 4 - CONSIDERAGOES FINAIS.......eceureemerrnrnsasassnseseesssesessssssssssssssnes 71
2. Consideracoes sobre o desenvolvimento do projeto ........ccccceeriismernssnnernsnns 71
2.1 InterdisCIpliNAridade .........eeeeeiiiiiiiee e 71
2.1 Escolha do modelo animal e do material a ser empregado como implante.....72
2.2 Resultados obtidos e direcionamentos fUtUros ..............eeveeieeeeieiiiiiiiinnieeeneenen. 73
B 5 1= =T =Y T - 74

v



LISTA DE FIGURAS

Capitulo 1
Prancha 1. Composicao tecidual e acessos cirurgicos a cavidade abdominal............ 4
Figura 1. llustracdo esquematica da composicao tecidual da porcdo ventral do

Figura 2.

abddmen (A). Em (B), representacdo da designacao externa das regioes
abdominais. Adaptado de LEGGI, 2000............eevmmmeiiiriieieeeeeee e 4

Representacdo esquematica das vias de acesso a cavidade abdominal.
Acesso ventral em (A): 1- Incisdo paramediana; 2 — Incisdo mediana; 3 —
Incisdo inguinal. Acesso pela regido do flanco em (B): 1 — Incisao
paralombar; 2 — Incisdo transversa; TC — tuber coxal. Adaptado de AUER,
1902, e e e e e e e e e e —————————————————aataaaaaaaaaaaas 4

Prancha 2. Achados arqueoldgicos de materiais utilizados como implantes............... 8

Figura 1. Achados arqueol6gicos de materiais utilizados como implantes. Em A, fios

Figura 2.

metalicos par manter a unido de dentes bovinos, utilizados pelos egipcios.
Em B, Implantes dentarios ornamentais, como forma de afirmacdo do
estatuto social da Civilizagdo Maia. Em C e D préteses 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 01/07/20086. ............cevvereeeeeen. 8

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

01/07/2008. ..ot e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaaeeeannnees 8
Prancha 3. Proteses de origem SintétiCa........coouiiiiiiiiiiiiiiiieeeec e 9
Figura 1. Préteses cirirgicas 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 politetrafluoretileno
expandido (Cousin biotech®). Disponivel em: http://hernia.tripod.com/
acesSSO €M 01/07/2006. .....uuueeeeeee e e et e e e e e e e 9
Figura 2. Microestruturas de préteses cirurgicas 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

v



poros amplos com estrutura regular (Prolene®); Em (F), malha de
Politetrafluoretileno expandido (ePTFE — gore-TEX®). Disponivel em:
http://www.hernia.tv acesso em 01/07/20086.............ccoeeeieiiiciieneerinnieieeeeee. 9

Prancha 4. Préteses de origem Natural ... 13

Figura 1. Proteses 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. ................. 13

Figura 2. Proteses cirargicas para tecidos moles, absorviveis, de origem biolégica.
Em (A), biomembrana de colageno derivado de submucosa intestinal
porcina e liofilizadas (Genderm® Baumer Itda); Em (B), biomembrana de
quitosana, estudo experimental. Em (C), biocurativos de latex de
seringueira (Biocure® - Pelenova); Em (D), Biomembrana de coldgeno e
quitosana, estudo experimental. Disponiveis em: http://www.genius.ind.br/,
www.techreview.com, www.cift.res.in, www.revistapesquisa.fapesp.br,
FESPECHIVAMENTE. ... 13

Capitulo 2
Prancha 5. Estrutura molecular do COIAgenoO............ouevvviiiiiiiiiiieee e 24

Figura 1. Estrutura do colageno: Em A e B, microscopia eletronica de transmissao de
fibra de colageno do tipo I. Em C, representacdo esquematica de fibra de
coldgeno composto pela subunidade tropocolageno (D). Em E a formagéo
em hélice tripla das subunidades do tropocolageno. Na imagem F a
composicao pelos aminoécidos Glicina (Gly), Prolina (Pro) e Hidroxiprolina
(Hypro) das subunidades de tropocolageno. Adaptado de EASTOE, 1967

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

AL, 2007, e 27
Figura 2. Algoritmo de obtengdo das amostras a serem caracterizadas................... 28
Prancha 6. Andlise térmica e microscopia eletronica de varredura.............cccouueeenen.. 33

Figura 1. Gréfico das curvas de calorimetria exploratéria diferencial com as
respectivas temperaturas de desnaturacdo 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
02, sob 100C/min, com intervalo de temperatura de 25 a 800C. ............. 33

VI



Figura 2. Fotomicrografias das amostras submetidas a conservacdo em solugéo
alcalina por 72 horas (A) e 144 horas (B). Observa-se a expansao das
zonas menos densas do material em virtude do aumento do tempo de
conservagao em solugao alcalina (vetores de sentido duplo). Aumento de
BO0 VEBZES. ..o 33

Capitulo 3
Prancha 7. Reagbes organicas a implantagdo de biomateriais............ccccceevicviveeenenn. 41

1. Fluxograma das respostas inflamatérias quando biomateriais sdo introduzidos em
um organismo vivo. Adaptado de HENCH et al., (2006). *PMMA -

Polimetilmetacrilato ..........oooieiiiie e 41
Figura 1. Algoritmo de obtencdo das amostras a serem implantadas....................... 46
Prancha 8. Procedimento de implantagdo das amostras .............eeeeeeeeeeieeeeiineenannenn. 49

Figura 1. Em (A), esquema representativo das amostras implantadas na fascia
interna do musculo reto do abdome dos equinos. Alternou-se a posicao
das amostras dos trés grupos, conforme a variacao de cores na ilustragao.
Em (B), fotografia Digital do abdémen de equino apds o procedimento
cirurgico de implantagéo e sutura da pele. ........oeevveeeiiiiiiiiiiiiiiiees 49

Figura 2. Aspecto das amostras recém implantadas na fascia interna do musculo
reto do abdome (A). As amostras foram colocadas em uma distancia
minima de 4 cm em relacdo as adjacentes do mesmo bloco de implantes.
Em (B), amostras do grupo 2 submetidas a solugcdo de antibiético 15
minutos antes da implantagao. ..........coeeveiiiiiiiiiii e 49

Figura 2. Gréfico ilustrativo da capacidade de hidratacdo 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 imersao das amostras em tampao fosfato salino, pH 7,4, durante
periodos de tempo que variaram de trés a 90 minutos. ...........cceceicinnnnes 53

Prancha 9. Aspecto microscopico dos implantes. ........ccccccvveriiiiiiiiieiieieeeeeee e, 60

Figura 1. Fotomicrografia digital ilustrando o aspecto da membrana colagénica
tratada em solucdo 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 formacao inicial de capsula fibrosa (entre as setas). Coloragéao
H.E. Amostra retirada sete dias poés-implante ...........cccooiiiiiiiinieenn. 60

Figura 2. Fotomicrografia digital ilustrando o aspecto da membrana colagénica
tratada em glicerina a 98% (A), nas quais se pode verificar infiltrado

VII



inflamatdrio 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 inflamatorias no interior do
implante. Coloracdo H.E. Amostra retirada sete dias pos-implante .......... 60

Prancha 10. Aspecto microscopico dos implantes ...........ccccuvevveiiiiiiiiieeeieeeecieeee e, 61

Figura 1.

Figura 2.

Em (A), fotomicrografia digital de amostra do grupo glicerina onde se
notam particulas do fio de sutura (setas escuras largas) sob agao celular
(setas escuras estreitas). Objetiva de 40X. Coloracdo H.E. Amostras
retiradas sete dias pds-implantacdo. 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. Coloragéo H.E......... 61

Em (A), fotomicrografia digital de amostra tratada em solucdo alcalina,
retirada apds 126 dias de implantagdo. Verifica-se ao centro,
preenchimento do local, antes ocupado pela biomembrana, por
fibroblastos e fibrécitos, tipificando cicatrizacdo 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 solucao alcalina, retirada ap6s 63 dias de implantacdo. Observam-se
vasos neoformados préximos a membrana (setas escuras largas) e
fragmentos de fio de sutura sob acao celular (setas escuras estreitas). O
local de passagem do fio de sutura esta indicado por “S”. As setas brancas
delimitam o espaco no qual nota-se a formacao de capsula fibrosa. H.E.
P2 0 ) SRRSO PP PPO 61

Prancha 11. Atividade celular no processo inflamatorio..........ccccoooiiiiiniiiiiiiinenenn. 64

Figura 1. Grafico da concentracao de polimorfonucleares das amostras retiradas aos

sete, 63 e 126 dias pds-implantacao dos trés grupos estudados. Cada
quadrado, circulo, ou tridngulo nas linhas do grafico representa uma média
obtida do numero total de células contadas em seis cortes histoldgicos.
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).............ccooeeeeviiiiiiccnnnes 64

Figura 2. Grafico da concentracdo de linfocitos das amostras retiradas aos sete, 63 e

126 dias poés-implantacdo dos trés grupos estudados. Cada quadrado,
circulo, ou triangulo nas linhas do grafico representa uma média obtida do
nuamero total de células contadas em seis cortes histologicos. 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).........cccoouiiiiiiiiiiiiiiieeeee 64



Prancha 12. Atividade celular no processo inflamatorio..........ccccooeiiiiieiieiiiciiieenen, 66

Figura 1. Grafico da concentracdo de macréfagos das amostras retiradas aos sete,

Figura 2.

63 e 126 dias pos-implantacdo dos trés grupos estudados. Cada
quadrado, circulo, ou triangulo nas linhas do grafico representa uma média
obtida do numero total de células contadas em seis cortes histoldgicos.
Médias seguidas de pelo menos uma letra em comum, dentro de uma
mesma linha, néo diferem pelo teste Tukey (P>0,05). Grupo controle (GC);
Grupo glicerina (GG); Grupo Experimental (GE)...........ccoooeeviiiiiiiiiciies 66

Concentragcao de fibrobastos das amostras retiradas aos sete, 63 e 126
dias pos-implantagédo dos trés grupos estudados. Cada quadrado, circulo,
ou triangulo nas linhas do grafico 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, nao
diferem pelo teste Tukey (P>0,05). Grupo controle (GC); Grupo glicerina
(GG); Grupo Experimental (GE). .......oooiiiiiiiiiiiiieee e 66

IX



LISTA DE TABELAS

Capitulo 1

Tabela 1. Classificagdo dos biomateriais utilizados na reparagdo de defeitos da
parede abdominal proposta por BELLON (2005)............c.ccceeeverueueueerneeerennne. 7

Capitulo 2

Tabela 1. — Possiveis aplicagdes biomédicas do colageno. Adaptado de GRINNELL
etal., 1999; GOISSIS et al., 1999.......cciiiii e 26

Tabela 2. Médias e desvios padrées das porcentagens de massa degradada das
amostras obtidas a partir de centro tendinoso diafragmético de equinos,
submetidas a solucao de colagenase durante 3 horas. ........ccccceeeeeeeennnnnn. 34

Capitulo 3

Tabela 1. Altera¢des histopatoldgicas examinadas nas laminas preparadas a partir
da retirada de amostras dos grupos controle, glicerina e experimental
implantadas no reto do abdome de equinos. Distribuicio em ordem
AlfADALICA. ... 51

Tabela 2. Médias e desvios padrdes da capacidade de hidratagdo das amostras dos
grupos controle e experimental, imersos em solucdo tampdo fosfato

durante periodos que variaram de trés a 90 MiNUtoS. .......ccccvvvvveririeeieeenenn. 53

Tabela 3. Classificagdo do nivel de dificuldade de retirada das amostras dos grupos
controle, glicerina e experimental, implantados na parede abdominal dos
<o [ ][ [0 J PSP EPPPTPPTRPRRPP 54

Tabela 4. Resultado do desdobramento dos fatores estudados (diferentes
tratamentos e periodos de retirada das amostras) para a média do numero
de POliMOIfONUCIEAIES. ......ooiiiiiiie e 55



Tabela

Tabela

Tabela

Tabela

5. Resultado do desdobramento dos fatores estudados (diferentes
tratamentos e periodos de retirada das amostras) para a média do namero
(o [N 1 0] {0 Yo (o 1< O 56

6. Resultado do desdobramento dos fatores estudados (diferentes
tratamentos e periodos de retirada das amostras) para a média do numero
de macréfagos nas laminas analisadas. .......coooveiiiiiie i 57

7. Resultado do desdobramento dos fatores estudados (diferentes
tratamentos e periodos de retirada das amostras) para a média do numero
(o[ 11 o o] o] F= 1< (o APPSR 58

8. Resultado do desdobramento dos fatores estudados (diferentes
tratamentos e periodos de retirada das amostras) para a média do numero

de vasos sangiineos formados, nas laminas analisadas. ............ccccceeee..... 59

Capitulo 4

Tabela 1. Resumo dos entraves e agbes necessarias para o desenvolvimento da

area de producdo de enxertos e arcaboucos no Brasil. Féorum de
Biotecnologia Biomateriais — UFRJ, 2005, adaptado de SOARES et al.,

XI



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 cirdrgicas mais comuns
em humanos e animais (CARLSON, 1997; DRIVER et al., 2000; DAVENPORT et al.,
2001).

Especificamente em equinos, submetidos a intervengbes cirdrgicas
abdominais medianas, foram relatadas complica¢des incisionais com prevaléncia de
35%, ou mesmo 87,5% quando de uma reintervencdo (KOBLUK et al., 1989).
Segundo AUER (1992), 22% dos equinos sao reoperados em consequéncia a
deiscéncia de suturas.

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

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

Em animais de pequeno porte € menos comum a ocorréncia de deiscéncia de
sutura, no entanto, esta associada as lesdes por automutilagdo, mesmo que a
evolugdo 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 imobilizagdo apropriada do animal. Alguns fatores sistémicos
estdo associados a deiscéncia de suturas como infeccdes, desbalanco
hidroeletrolitico, anemia, hipoproteinemia, imunossupressao, utilizacdo de
corticosteréides e distensdao abdominal, entre outros (AUER, 1992; GREER &
PEARSON, 1998).



As complicagdes incisionais na laparotomia mediana retardam a cicatrizagao
da ferida cirurgica aumentando o periodo de convalescenca e algumas podem ser
fatais. Em eqlinos jovens, a cicatrizacao € mais rapida, com menor susceptibilidade
a infecgdes (STASHAK, 1991).

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

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

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

O termo parede abdominal € uma denominagdo genérica a todos os tecidos
que compde e delimitam o abdémen. A cavidade abdominal é limitada, dorsalmente,
pelas vértebras lombares, musculos 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 estao 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 estd 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 relagédo 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 relagéo 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 combinacdo delas, de acordo com a necessidade cirlrgica e
facilidade em expor o local de interesse do cirurgidao, conforme ilustrado na Prancha
1, Figura 2 (AUER, 1992).



Prancha 1. Composigao tecidual e acessos cirurgicos a cavidade abdominal
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Figura 1. llustracdo esquematica da composicao tecidual da porgcdo ventral do abdémen na
espécie canina. Musculos e fascias da por¢gdo mais externa da parede abdominal (A).
Em (B), representagdo da designagéo externa das regides abdominais. Adaptado de

LEGGI, 2000".

A

Figura 2. Representacdo esquematica das vias de acesso cirlrgico & 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 — Incisdo Earalombar; 2 —
Incisdo transversa; TC — tuberosidade coxal. Adaptado de AUER, 1992°.

"LEGGI, T.C. S. S.: SOARES, T. R. S. Atlas de anatomia veterinaria. Manole: So 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 relagdo a utilizacdo 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 confeccédo de protese de dedo amputado, os egipcios
produziram pegas 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 utilizacdes em organismos vivos e sao classificados em sintéticos, que incluem
0os metais, ceramicas, polimeros sintéticos e materiais compdsitos; 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 utilizagcdo 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 proteses sintéticas nao
absorviveis como ndilon, politetrafluoroetileno, silicone, poliéster, polipropileno,
esponja de polivinil, fibras de carbono e das proteses sintéticas absorviveis feitas de
poliglactina 910 ou acido poliglicélico (BAERG et al., 2003).

No Brasil, o trabalho pioneiro de PIGOSSI (1964), que utilizou dura-mater
homogena conservada em glicerina em cées, impulsionou a realizagdo de diversas
aplicagbes de biomembranas, inclusive na parede abdominal de diversas espécies
(ALVARENGA, 1992). Além disso, a importancia da utilizagdo de tecidos biol6gicos
tém sido destacada em trabalhos recentes, indicando que a interface
biomaterial/tecidos parece ser otimizada em relacdo ao crescimento celular,
diminuicao da infec¢do 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 analises

histopatolégica e imunohistoquimica no primeiro, segundo e quarto meses pos-
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operatoérios e inspecdo diaria da ferida cirargica, 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 caes 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 infeccao 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
depodsito 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 infeccdo nos animais do grupo 2, contudo, estes
apresentaram também menor numero de aderéncias (RIET et al., 2004).

SOIDERER et al., (2004) compararam em ratos as proteses utilizadas nos
reparos da parede abdominal constituidas de diferentes materiais: tela de
polipropileno, material colageno derivado de suino, submucosa de intestino delgado,
matriz da capsula renal e submucosa da bexiga urinaria suina. Os autores
concluiram que o tratamento com tela de polipropileno apresentou resposta
inflamatoéria 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 deposi¢ao 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 correcdo de defeito provocado na
parede abdominal de ratos. Os testes de resisténcia a tracdo nao mostraram
diferenca entre os grupos estudados, tanto no 7° quanto no 28° dias de pds-

operatorio.



O baixo rendimento das proteses sintéticas em relacéo aos tecidos bioldgicos
estimulou, recentemente, mudancas microestruturais das telas sintéticas. As
préteses reticulares de polipropileno tiveram seus poros aumentados, diminuindo,
consequentemente 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 adesao celular (BELLON, 2005), (Prancha 3, Figuras 1 e 2).

BELLON (2005), revisando essas alteragdes nas préteses de ultima geragcao
mostrou melhora no desempenho dos materiais sintéticos e propds uma nova
classificacdo das préteses, incluindo a hibridagdo com materiais bioldgicos
(Tabelat).

Tabela 1. Classificagdo dos biomateriais utilizados na reparagédo 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 polilactico; 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 arqueoldgicos de materiais utilizados como implantes. Em A, fios metalicos
par manter a uniao de dentes bovinos, utilizados pelos egipcios. Em B, Implantes
dentarios ornamentais, como forma de afirmacdo do estatuto social da Civilizagdo
Maia. Em C e D proéteses 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 arqueolégicos de materiais utilizados como implantes. Em A, cadaver
mumificado de uma mulher, com esfera de resina como prétese ocular. Encontrado no
Ird e datado de 4800 anos. Em B, fragmento de dentadura etrusca, cujo dente pontico
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.



Prancha 3. Proteses de origem sintética

Figura 1. Proteses cirlrgicas 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 politetrafluoretileno expandido (Cousin biotech®). Disponivel em:
http://hernia.tripod.com/ acesso em 01/07/2006.

(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 utilizagdo das membranas biolégicas requer diferentes técnicas de
conservagao para preservar sua viabilidade e diminuir sua antigenicidade. Segundo
PRISTA et al., (1990) citado por RABELO et al., (2004), a preservacao dos implantes
ndao pressupbe a manutencdo da viabilidade celular, sendo que a eficiéncia da
cirurgia reparadora, geralmente, esta associada a reacao bioldgica de reparacéo e
ndo a sobrevida dos elementos celulares presentes no implante, uma vez que o
implante funciona como um arcabougo ou suporte temporario a migracdo de
fibroblastos.

Além disso, os agentes conservantes sado substancias dotadas de acao
germicida ou germiostéatica e se destinam a evitar as alteragcdes que possam ocorrer
em qualquer conservado, proveniente de proliferacdo 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), &cido
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), peritdnio de
bovino e de cdo (DALECK et al., 1992), pericardio de eqliino (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 acgao esta baseado na desidratacdo das células (PIGOSSI et al., 1964), a
qual se atribui agao anti-séptica, atuando contra fungos e bactérias gram-negativas e
gram-positivas, com excegao para as formas esporuladas (PIGOSSI, 1967).

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

3.2 METODOS DE ALTERACAO MOLECULAR DE TECIDOS ANIMAIS

Modificagdes 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 reacdes
quimicas como a esterificacao, succinilagdo e desaminacdo (JAYAKRISHNAM &
JAMELA, 1996).

GOISSIS et al., (1999) utilizaram solugao 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 modificagao 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
regidao 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 hidrélise 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 diafragmatico tratado em
solucdo alcalina por 72 horas e liofilizado, obtendo biomembrana de quinze
centimetros de comprimento e aproximadamente nove centimetros de largura. Apos
esterilizada em Oxido de etileno aplicou-se cirurgicamente em égua com hérnia
umbilical recidivante, em virtude de pouco tecido disponivel para fechamento das
bordas cirurgicas. Nao houve rejeicao do material e nem alteragdes 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 alteragao digna de nota foi descrita pelo avaliador.

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

polieletrodlito catibnico (em meio &cido), que estruturalmente é um polissacarideo
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linear com um numero variavel e randomicamente localizado de grupos N-acetil-
glucosamina.

Em meio as diversas aplicagcbes da quitosana, é sabido do seu efeito
cicatrizante, devido a sua capacidade de ativar quase que exclusivamente o
macréfago. 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 agucares 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 reticulagbes 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 Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (Prancha 4, Figura 2C).
Segundo PAULO et al., (2005), esse material se comporta induzindo a formacao de
uma base de tecido conjuntivo/fibroso, capaz de suportar o contetdo abdominal,
mas nao se incorpora aos tecidos receptores, sendo eliminado aproximadamente
aos 14 dias apos a sua implantacao.

Porém, RABELO et al., (2004), empregaram o latex em compdsito com tela
de nailon em herniorrafias em bezerras portadoras de hérnia umbilical e ndo houve
eliminacdo do material. Todas as propriedades observadas no material tém sido
atribuidas a presenca de um possivel fator de crescimento na sua composicao, que
atuaria promovendo a neovascularizacdo, adesdo celular e formacdo de matriz
extracelular.

PAULO et al., (2005) utilizaram latex de seringueira associados ou nao com
polilisina e compararam com telas de polipropileno, concluindo similaridade da

capacidade na reparacao de defeitos abdominais em ratos.
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Prancha 4. Proteses de origem natural

Figura 1. Préteses cirlirgicas 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.

Figura 2. Préteses cirlrgicas para tecidos moles, absorviveis, de origem biolégica. Em (A),
biomembrana de colageno 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 utilizagdo na parede abdominal deve seguir alguns conceitos:
prevenir a eventracdo, incorporar o remanescente da parede abdominal, prover
suporte muscular dindmico, promover a aproximacao 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 relacao aos
materiais naturais. No entanto, com novos métodos de preservagédo e obtencéo de
membranas biologicas, a resisténcia pode ser aumentada (GAMBA et al., 2002;
RIET et al., 2004). Em verdade, os materiais biolégicos adaptam-se mais facilmente
como implantes e funcionam ndo apenas como arcaboucos 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 temporario a migracao de
fibroblastos, as novas definicbes para biomateriais de Ultima geragdo consideram
necessaria a estimulacao, de alguma forma, na interface tecido/material:

Biomateriais modernos ndo devem apenas preencher espac¢o, mas sim,
devem estar associados a uma resposta biolégica especifica, disparada por sinais
que incluem: correntes elétricas, distribuicdo eletrdénica, conformagéo 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, reacdes de reticulagdo, propriedades
particulares de superficies e arranjos macromoleculares (HENCH, 1998).

Além disso, o0s processos de tratamento, como o método alcalino (GOISSIS et
al., 1999), tratamento do latex da seringueira (PAULO et al., 2005) e outros para a
obtencédo de biomateriais a partir de tecidos vegetais e animais podem ser mantidos
em controle de qualidade por caracterizagées fisico-quimicas, seguindo normas de

producao e podem ser submetidos a esterilizacdes de grau cirurgico.
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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
aceitacdo 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 modifica-los e da
manutencdo de estruturas moleculares que atuam como sinalizadores para a

proliferagcéo celular.

6. OBJETIVOS

Objetivou-se no presente trabalho processar biomembranas a partir de
centros tendinosos diafragmaticos de eqliinos em solucdo alcalina por periodos de
24, 48, 72, 120 e 144 horas seguidas de liofilizagdo e verificar as possiveis
alteracbes macro e microscépicas proporcionadas pelo tratamento. Em seguida,
implantar cirurgicamente na fascia interna do musculo reto do abdome de equinos,
amostras tratadas em solugao alcalina por 72 horas seguida de liofilizagdo, 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 formacdo de aderéncia tecidual, aspectos morfométricos e eventos

histopatolégicos da cicatrizacao.
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CAPITULO 2 - OBTENCAO 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 obtencdo 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 solucéo alcalina se mostraram
mais homogéneas e flexiveis em relacdo as membranas tratadas por tempos
menores e mais resistentes a sutura em relagao as tratadas por tempos maiores em
solucao alcalina. A calorimetria exploratéria diferencial demonstrou que nao houve
desnaturagao do colageno apéds o tratamento alcalino. Concluiu-se que o tratamento
por 72 horas € o mais indicado para a implantacao cirdrgica na parede abdominal de
equinos.

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

térmica, caracterizagéo 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 formagéao de fibras insoluveis com alta
resisténcia elastica. Além de seu papel estrutural nos tecidos, o coladgeno apresenta
também a fungdo de orientar tecidos em desenvolvimento (LEE et al., 2001).

Dentre os varios tipos de colageno existentes, o colageno do tipo |, 0 mais
abundante, tem como unidade béasica o tropocolageno, uma macromolécula linear,
semiflexivel com cerca de 300 nm de comprimento e 1,5 nm de diametro. O
tropocolageno é formado por trés cadeias polipeptidicas denominadas de cadeias o,
duas iguais (a1) e uma diferenciada (a2), contendo cada uma 1055 e 1029 residuos
de aminoacidos, respectivamente. A estrutura primaria destas unidades ¢é
caracterizada pela repeticdo do triplete Glicina (Gly), com conteudo de 33%, Prolina
(Pro), 12% e Hidroxiprolina (Hypro) 11%% (Prancha 5) (EASTOE, 1967).

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

Ap6s a formacdo das microfibrilas, inicia-se o processo de agregacao
denominado fibrilogénese para formar fibrilas insoluveis. 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 formagéo das fibras no colageno do tipo | ocorre a pH 6,4, tem-se
neste valor a maxima interagcéo 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 coldgeno: Em A e B, microscopia eletronica de transmissédo de fibra de
colageno do tipo I. Em C, representacdo 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 composigao pelos amino&cidos 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 reacdes de esterificacdo, pode-se modificar a resultante das
cargas produzindo matrizes carregadas positivamente (matrizes catiénicas). Sua
aplicacao como biomaterial é restrita, ja que € um material altamente trombogénico
quando comparada com matrizes de carga nula (nativas) (REID et al., 1993).

A producdo de matrizes carregadas negativamente (matrizes aniénicas) pode
ser feita por succinilagdo, tratamento com glutaraldeido, desaminagdo do grupo e-
amino da lisina, protecdo 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 anidnicas sédo utilizadas como
suporte para crescimento celular e em sistemas de liberacdo de farmacos (BET,
2000).

Até a década de 1980, a utilizacdo do coladgeno como biomaterial era restrita
a producao de fios cirurgicos principalmente devido a dificuldade de sua obtencao. A
partir de entdo, a introducdo de novos processos de obtencdo de colageno
associadas as novas potencialidades de aplicagdo tanto na medicina quanto na
odontologia, aumentaram significativamente o uso desta proteina como biomaterial
nas formas de membranas, tubos, pds, esponjas, solugdes injetaveis, entre outras
(GOISSIS et al., 1999).

Essas aplicagdes do colageno devem-se principalmente a algumas de suas
propriedades importantes no desenvolvimento de biomateriais, como: baixa resposta
imunolégica; biodegradabilidade; habilidade em promover crescimento celular;
propriedades hemostaticas; susceptibilidade a modificagbes 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 compdésitos colageno/elastina ou matrizes teciduais
desvitalizadas. A extensdo 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 manutencao ndo apenas da morfologia e fun¢do 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 liberacdo controlada de farmacos. Sua
combinagao com fosfatos de calcio tem sido relatada em estudos de liberacédo de
antibiéticos e na melhora da estabilidade dos lipossomas (GOISSIS et al., 1994). A

Tabela 1 apresenta algumas das aplicagées biomédicas do colageno.

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

FORMA APLICACOES
Colageno: ceramicas fosfatadas Reconstrugéo de tecidos
Compésitos Reconstrugéo dssea.
Esponjas Agentes hemostaticos
Gel de colageno injetavel Preenchimento

, o L. Sistemas de liberagéo de
Membranas, esponjas, géis biodegradaveis

farmacos
Membranas Membranas periodontais
Proteses Valvulas cardiacas
Revestimento Préteses 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 modificacdo 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
regidao do infravermelho sugeriram que a estrutura em hélice tripla do tropocolageno
foi preservada durante a hidrélise (GOISSIS et al., 1999).
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Grupo carboxiamida
i oH
—C-NH > —_ -
2 Meio Alcalino Ccoo + NH3
Grupo carboxilato
Colageno Colageno

Figura 1. llustragdo 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 equinos em solucao
alcalina em tempos pré-determinados (24, 48, 72, 120 e 144 horas) e verificar as
alteracdes macro e microscopicas mediante os seguintes parametros: flexibilidade e
viabilidade para sutura, manutengao de resisténcia a sutura e homogeneidade; e por
caracterizacdes fisico-quimicas: calorimetria exploratéria diferencial, microscopia

eletrénica de varredura e ensaio de degradag¢do enzimatica por colagenase.
3. MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO E PREPARAGCAO 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 Agrarias e Veterinarias de Jaboticabal. A retirada se deu, no
maximo, em trés horas apds os oObitos.

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 Conceicdo Amaro Martins.

Ap6s a remocdo, os centros tendinosos diafragmaticos foram lavados em
solugao fisiolégica 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 solucao alcalina contendo
dimetilsulféxido e sais (cloretos e sulfatos) de sddio, potassio e calcio. Apds 24, 48,
72, 120 e 144 horas de imersao, os sais residuais foram removidos por trés lavagens
sucessivas com HzBO; 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 alteragdes morfoldégicas apds tratamento
alcalino do colageno e decidir sobre qual seria mais adequada a utilizag&o in vivo.
Para esta finalidade, levou-se em consideragéo os seguintes aspectos: flexibilidade
e viabilidade para sutura, manutengdo de resisténcia mecénica a sutura e

homogeneidade.

Material in natura

Retirada de residuos sangliineos
(solucao fisioldéaica por 4 horas)

Solucao Alcalina

Apds
24 h 48 h 72 h 120 h 144 h

Ge (o N = N ez N e i e

Congelamento e Liofilizagao

Figura 2. Algoritmo de obtenga@o 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 classificagdo: 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
quadrantes com predominio de areas lisas. RL — dois quadrantes com predominio
de areas rugosas € 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 solugéao
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 utilizagao de
pincas e porta agulhas, as extremidades foram unidas e suturadas em padrdo
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 facil 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 solugéo fisiologica 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 extensdo do dano causado a amostra: 0
— nao houve dano; 1 — cor