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Membranas bioldgicas homdlogas preservadas em solugéo alcalina seguida de
liofilizac&o, glicerina a 98% e por liofilizacdo para implantacdo em equinos

Homologous biological membranes persevered in alkaline solution and lyophilized, glycerin
98% and by lyophilization for equines implantation

Valcinir Aloisio Scolla Vulcani™ Delphim da Graga Macoris" Ana Maria de Guzzi Plepis'!

RESUMO

Objetivou-se, neste trabalho, avaliar as alteracoes
fisico-quimicas proporcionadas pelo tratamento de centros
tendinosos diafragmaticos homdlogos em solugéo alcalina
seguida de liofilizagdo, para implantacdo na fascia interna do
musculo reto do abdome de eqiiinos. As amostras foram
tratadas em periodos de 24, 48, 72, 120 e 144 horas, liofilizadas
e analisadas quanto a homogeneidade, flexibilidade e
resisténcia a sutura das amostras. Posteriormente foram
caracterizadas por calorimetria exploratéria diferencial e
microscopia eletronica de varredura. Para a implantagéo nos
equinos, foram utilizadas amostras tratadas por 72 horas
seguidas de liofilizacdo, amostras conservadas em glicerina
98% e amostras apenas liofilizadas, que foram retiradas apés
uma, nove e 18 semanas para avaliar a existéncia de aderéncias.
Verificou-se que a homogeneidade e a flexibilidade sdo
diretamente proporcionais ao aumento do tempo de tratamento
em solucdo alcalina, enquanto que a resisténcia é inversamente
proporcional ao aumento de tempo, sendo o tratamento por
72 horas intermediario para estas caracteristicas. A calorimetria
exploratéria diferencial mostrou que o tratamento nédo
desnatura o colageno presente nas amostras. Na microscopia
eletrnica de varredura, observou-se que o aumento de tempo
de tratamento proporciona expansdo de zonas menos densas
do material. Em relacéo & formag&o de aderéncias, as amostras
apenas liofilizadas apresentaram grau maximo na formagéo
da classificagdo proposta, seguida pelas amostras conservadas
em glicerina 98% com grau médio e as amostras tratadas em
solucdo alcalina e liofilizadas, que foram classificadas em
grau minimo. Concluiu-se que o tratamento por 72 horas
seria mais apropriado para implantacdo e que a integracédo
tissular com a parede abdominal foi melhor em relagdo as
amostras apenas liofilizadas e as conservadas em glicerina.

Palavras-chave: biomembranas, cirurgia reparadora,
biomateriais, implante.

ABSTRACT

The objectives in this research were to evaluate
physicist-chemistries alterations in equines diaphragmatic
tendineous centers implants submitted to alkaline solution and
lyophilization treatment. The samples had been treated in
alkaline solution for 24, 48, 72, 120 and 144 hours and
lyophilized. It was analyzed the homogeneity, flexibility and
resistance to the suture. After that, they had been submitted to
the differential scanner calorimetry and to the scanner
electronic microscopy. Samples of 72 hours in alkaline
treatment, conserved in glycerin 98% and only lyophilized
were implanted in recto abdominis internal fascia of equines.
They were removed one, nine and 18 weeks post-implantation
to evaluate the existence of tacks. It was verified that the
homogeneity and flexibility are directly proportional to the
increase of time of treatment in alkaline solution while the
resistance is inversely proportional to the time increase, being
72 hour treatment intermediate for these characteristics. The
differential scanner calorimetry showed that the treatment do
not denature the present collagen in samples. The electronic
microscopy showed that the increase of treatment time provides
expansion of less dense zones of the material. In relation to the
formation of tacks, the samples only lyophilized had presented
maximum degree in the proposal classification followed for
the conserved in glycerin 98% samples with average degree
and the treated in alkaline solution and lyophilized samples
had been classified in minimum degree. It was concluded that
the treatment for 72 hours would be more appropriate for
implantation and that the tissue integration with abdominal
wall was better in relation to the samples lyophilized only and
to the conserved in glycerin ones.

Key words: biomembranes, repair surgery, biomaterials,
implant.
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INTRODUCAO

A necessidade de materiais para implantes
é constante na rotina cirdrgica. Para isso sdo
necessarios meios de preservacdo dos tecidos que
sejam de facil obtengao, impegam a decomposi¢do e 0
crescimento de microorganismos, aumentem a
resisténcia e atuem por um periodo necessario a
condicdo a que estdo sendo expostos (ALVARENGA,
1992).

A glicerina a 98% tém sido utilizada nas
quatro Ultimas décadas para conservar diferentes
tecidos como dura-mater (PIGOSSI et al., 1964),
periténio bovino e canino (DALECK et al., 1992),
pericardio eqliino (RANZANI et al., 1990), diafragmae
bexiga caninos (MAZZANTI et al., 2000; OLIVEIRA et
al., 2000) entre outros. A glicerina 98% proporciona
desidratacéo celular e atua contra fungos e bactérias
gram-negativas e positivas, com excec¢do das formas
esporuladas (PIGOSSI, 1967). Além da glicerina, outros
meios tém sido utilizados como a solugdo alcodlica de
tintura de timersol (ALVARENGA 1992),
polivinilpirrolidona, solucdo hipersaturada de agtcar
(NETOetal., 2000), mel ndo processado (AMENDOLA,
2000) e solugdo hipersaturada de sal (BRUN et al., 2002).

Em busca de métodos de tratamentos para
obtencdo de biomembranas colagénicas, GOISSIS et al.
(1999) utilizaram solucgo alcalinacom pH 13, em pericardio
bovino durante 24, 48 e 72 horas. O tratamento removeu
células e preservou a matriz extracelular, contribuindo
para a redugdo da imunogenicidade. Além disso, a
solucdo alcalina provocou a hidrolise dos grupos
carboxiamidas presentes na molécula do colageno,
otimizando as propriedades piezoelétricas e estimulando
o crescimento celular in vivo. Os polimeros naturais que
formam a matriz extracelular interagiram com receptores
especificos na superficie celular, participando ativamente
dos processos que regulam a expressao fenotipica da
célula e sua remodelagem (GRINNELL et al., 1999;
GOISSISetal., 1999). O biomaterial deixou de ser apenas
um arcabougo degradavel para exercer sua bioatividade,
Ou seja, provocou uma resposta bioldgica especifica
(LANGERZetal., 1990; HENCH, 1998).

Objetivou-se no presente trabalho processar
biomembranas a partir de centros tendinosos
diafragmaéticos de equiinos em solucdo alcalina por
periodos de 24, 48, 72, 120 e 144 horas seguidas de
liofilizacdo e verificar as possiveis alteragdes macro e
microscopicas proporcionadas pelo tratamento. Em
seguida, buscou-se implantar cirurgicamente, na fascia
interna do musculo reto do abdome de eqiiinos, amostras
tratadas em solugdo alcalina seguida de liofilizag&o,
amostras tratadas em solucdo de glicerina a 98% e

amostras apenas liofilizadas para serem retiradas com
uma, nove e 18 semanas apés a implantagdo a fim de
verificar a formacg&o de aderéncia tecidual.

MATERIAL E METODOS

Foram obtidos 15 centros tendinosos
diafragmaticos de eqinos que foram a ébito por causa
conhecida (com excecao dos animais que foram a 6bito
em razdo de doengas infectocontagiosas), e de animais
submetidos a eutanasia na Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterindrias de Jaboticabal.

Os centros tendinosos diafragmaticos foram
lavados em solucdo fisioldgica a 0,9%, na qual
permaneceram imersos por quatros horas. Cinco
amostras foram submetidas a congelamento gradativo,
sob temperatura de 15°C por 12 horas e -15°C por 12
horas. Em seguida, as amostras foram pesadas e
submetidas ao processo de liofilizagdo. A cada 12 horas
foram pesadas novamente as amostras, até que ndo
houvesse diminui¢do da massa, indicando remocdo da
agua presente no material.

Cinco amostras lavadas em solucéo
fisiologica foram imersas em solugdo de glicerina 98%?
(Glicerina Branca Rioquimica®) durante 60 dias,
conforme metodologia descrita por DALECK et al.
(1992), (Grupo 2).

Para o grupo 3, tratou-se cinco centros
tendinosos diafragmaticos em solucéo alcalina contendo
dimetilsulfoxido e sais (cloretos e sulfatos) de sodio,
potassio e calcio. Apos 24, 48, 72, 120 e 144 horas de
imers&o, os sais residuais foram removidos com trés
lavagens sucessivas com H;BO3 3% e EDTA 3%, sendo
as membranas congeladas gradativamente conforme
realizado com as amostras do grupo 1 (GOISSIS et al.,
1999). As amostras dos grupos 1 e 3 foram esterilizadas
em Oxido de etileno e acondicionadas em embalagens de
papel estéreis de grau cirdrgico.

Avaliagdo macroscopica

Homogeneidade da amostra: foram
utilizadas dez amostras de cada tempo de tratamento
(5x5cm), dividas em quatro quadrantes. Cada quadrante
foi inspecionado visualmente, com auxilio de lupa, e
recebeu a classificagdo: r-predominio de areas rugosas;
I-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 e dois
quadrantes com predominio de areas lisas. 1-dois ou
mais quadrantes com areas indefinidas; flexibilidade e
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viabilidade para sutura: foram utilizadas dez amostras
de (8x4cm) de cada tempo de tratamento. As amostras
foram hidratadas em solugdo fisiologica 0,9% durante
15 minutos. Fixou-se uma extremidade das amostras
em prancha de isopor. Dobrando-se aamostra ao meio,
somente com a utilizagdo de pincas e porta agulhas, as
extremidades foram unidas e suturadas em padrdo
simples continuo com fio de ndilon. Durante o
procedimento, relacionou-se a dificuldade em unir as
duas extremidades com a flexibilidade da amostra,
classificando em O-extremamente facil de unir; 1-facil de
unir; 2- dificuldade média de unir; 3-dificil de unir; 4-
extremamente dificil de unir; resisténcia mecénica a
sutura: foram utilizadas dez amostras de (4x4cm) de
cada tempo de tratamento. As amostras foram
hidratadas em solucéo fisiolégica 0,9% durante 15
minutos. Posteriormente uma das extremidades da
amostra foi fixada em suporte de metal com presilha
Unica em contato com toda a sua superficie. Na
extremidade oposta, foi fixada, com fio de nailon
distante 2cm da borda, uma esfera de chumbo com
ponto simples. A esfera permaneceu fixada por 24 horas
e sob acdo da gravidade, quando classificou-se a
extensdo do dano causado a amostra: 0-ndo houve
dano; 1-corte no tecido menor que 0,5cm; 2-corte no
tecido maior que 0,5cm e menor que 1cm; 3-corte no
tecido maior que 1cm e menor que 2cm; 4-rompimento
total. Todas as amostras foram posicionadas de modo
a manterem o mesmo sentido de direcionamento das
fibras colagénicas e o fio de sutura aplicado na posicéo
perpendicular as fibras; calorimetria exploratoria
diferencial: utilizou-se aproximadamente 10mg de
amostras de cada tempo de tratamento submetidos a
10°C min* sob fluxo de O, e intervalo de temperatura
de 25 a 150°C; microscopia eletronica de varredura:
foram utilizadas cinco amostras de aproximadamente
1cm? de cada tempo de tratamento, as quais foram
recobertas com uma camada de ouro de 20nm e aplicou-
se feixe de elétrons entre 10 e 20keV. Observou-se, em
aumentos de 100 e 500 vezes, toda a extensdo das
amostras.

Para a implantagdo cirtrgica, foram utilizados
seis eqliinos adultos saudaveis e o seguinte protocolo
anestésico: tranquilizacdo com acepromazina na dose
de 0,10mg kg, intravenoso; indugdo anestésica com
eter gliceril guaicol na dose de 50mg kg* associado ao
tiopental sddico na dose de 10°mg 200kg* intravenoso
e manutencdo da anestesia com halotano, por via
inalatoria, vaporizado em oxigénio a 100% em circuito
semifechado.

Apos tricotomia e anti-sepsia, foram feitas
trés incisbes paramedianas, divulsdo do subcuténeo e
exposicdo da bainha interna do musculo reto do

abdome para retirada de trés fragmentos (2x3cm).
Amostras (2x3cm) de cada grupo foram fixadas na
bainha interna com sutura padrdo continuo simples
com fio poliglactina 910 n.0. A bainha externa foi
suturada em padréo continuo simples e a pele suturada
em padrédo colchoeiro horizontal continuo, ambas com
fio monofilamentar de poliamida n.2-0. No periodo pds-
cirtrgico imediato, os animais receberam penicilina
procaina (Agrovet. Novartis®) na dose 22 000Ul kg'*
por via intramuscular a cada 24 horas, durante trés dias
consecutivos.

Em cada animal foram feitos trés blocos
cirlrgicos constituidos por amostras dos trés grupos,
em posicao alternada, de forma a minimizar o erro
experimental, totalizando nove amostras por animal,
conforme ilustrado na figura 1. Alternou-se também a
posicdo de cada bloco nos seis animais. As amostras
do grupo 2 foram submetidas a solucéao de antibidtico
durante 15 minutos, em seguida, elas foram lavadas
com solugdo fisiologica 0,9%, antes da implantacéo.

Nas primeiras 12 horas pos-cirdrgicas, 0s
animais permaneceram em baia e posteriormente em
piquetes, recebendo feno, ragdo para eqlinos e agua
ad libitum. Realizou-se diariamente limpeza da ferida
cirdrgica, aplicacdo tintura de iodo a 2% e aplicagdo de
repelente ao redor da ferida, durante oito dias
consecutivos, quando foram removidas as suturas de
pele.

Durante a retirada dos tecidos na primeira,
nona e décima oitava semana apés a implantacdo das
amostras, avaliou-se a ocorréncia de aderéncia tecidual
sobre o implante, segundo a classificacio: auséncia de
aderéncias (0); aderéncia minima (+) - liberacdo da
amostra dos tecidos adjacentes por dissecacdo romba
suave; aderéncia moderada (++) - liberacdo da amostra
dos tecidos adjacentes por dissecacdo romba
agressiva; aderéncia maxima (+++) - impossibilidade
de liberacéo por dissecacdo romba (SUZIGAN et al.
2001).

Apos as cirurgias de implantagdo e retirada
das amostras, os animais foram avaliados clinicamente
considerando-se frequéncias cardiaca e respiratoria,
tempo de preenchimento capilar, temperatura retal,
avaliacdo de mucosas e condi¢des de cicatrizacdo da
ferida cirdrgica.

RESULTADOS

Homogeneidade das amostras: para o
tratamento durante 24 horas, verificou-se que 40% das
amostras foram classificadas em I-um ou mais
quadrantes com areas indefinidas, 30% das amostras
foram classificadas em RL-dois quadrantes com
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Figura 1 - Em (A), representagdo esquematica dos blocos de implantes na bainha interna do musculo reto do abdome dos eqtinos.
Quadrado em preto representando amostras tratadas em solucdo alcalina seguida de liofilizagdo; Quadrados cinza
representando amostras tratadas em solucdo de glicerina a 98% e quadrados brancos representando amostras apenas
liofilizadas. Em (B), aspecto das amostras recém-implantadas na bainha interna do muisculo reto do abdome. As
amostras foram colocadas em uma distancia minima de 4 cm em relagdo as adjacentes do mesmo bloco de implantes. Em
(C), fotografia digital do abdémen de um eqiino apés o procedimento cirdrgico de implantagdo e sutura de pele.

predominio de areas rugosas e dois quadrantes com
predominio de areas lisas e 20% foram classificadas em
R-pelo menos trés quadrantes com predominio de areas
rugosas. Em relacdo as amostras do grupo tratado
durante 48 horas, 30% foram classificadas em I, 30%
classificadas em RL, 20% em R e 20% em L-pelo menos
trés quadrantes com predominio de areas lisas. No
tempo de tratamento por 72 horas obteve-se 80% em L
e 20% em RL. Nas amostras tratadas durante 120 e 144
horas, 100% das amostras foram classificadas em L.

Flexibilidade e viabilidade para sutura: as
amostras tratadas em 24 e 48 horas foram classificadas
em 90% e 80% na classificagdo 3-dificil de unire 10%e
20% na classificagdo 2-dificuldade média de unir,
respectivamente. Nas amostras tratadas por 72 horas,
90% foram classificadas em 1-facil de unir e 10% em 2-
dificuldade média de unir. Nas amostras tratadas em
120 e 144 horas, 100% foram classificas em classificagdo
0-extremamente facil de unir.

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

Anélise térmica: a andlise das curvas de
calorimetria exploratoria diferencial permitiu verificar
que ndo houve desvio na linha de base, comprovando
que o colageno nédo foi desnaturado durante o
tratamento alcalino, mantendo suas caracteristicas
naturais.

Microscopia eletronica de varredura:
observando as fotomicrografias das amostras
conservadas em diferentes tempos em solugdo alcalina,
verificou-se aspecto irregular, com zonas bastante
densas, e outras menos densas, mostrando a presenga
de arranjos de fibras randomicamente dispostos, mas
compactos em alguns pontos. No entanto, notou-se
que 0 aumento do tempo de conservagao das amostras
proporciona expansdo de zonas menos densas do
material (Figura 2)

Avaliagdo cirdrgica: todas as amostras do
grupo 1, durante a retirada, foram classificadas no grau
maximo de dificuldade, na primeira e nona semanas de
permanéncia dos implantes. J& as amostras do grupo 2,
em sua grande maioria ficaram na classificagdo de
aderéncia moderada na primeira e nona semanas, sendo
que nesta Ultima as amostras ficaram no grau maximo
de dificuldade de retirada em dois animais. As amostras
do grupo 3 ficaram na classificacdo minima de
dificuldade de retirada durante a primeira semana e
nona semanas e, em dois animais, apresentaram
classificagcdo moderada de dificuldade de retirada.

As amostras retiradas ap6s 18 semanas
foram somente do tecido cicatricial, ndo sendo possivel
visibilizar a existéncia de aderéncias, em virtude das
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Figura 2 - Fotomicrografias das amostras submetidas a conservacéo em solugéo alcalina por 72 horas (A) e 144 horas (B). Observa-
se expansdo das zonas menos densas do material em virtude do aumento do tempo de conservagdo em solucéo alcalina

. "‘_-"_'\"!,.'
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amostras terem sido completamente degradadas,
dificultando a analise. Em relacdo aos parametros
clinicos dos animais receptores, ndo foi notada
qualquer alteracdo digna de nota.

DISCUSSAO

O aumento da flexibilidade e da
homogeneidade e a diminuicdo da resisténcia das
amostras em funcédo do tempo de tratamento em solucédo
alcalina foi compativel com os resultados obtidos por
microscopia eletronica de varredura, pois a expansao
das zonas menos densas foi diretamente proporcional
ao tempo de imersdo das amostras em solucdo alcalina.
O aumento das zonas menos densas de um biomaterial
altera as caracteristicas de resisténcia mecénica em
virtude da existéncia de menor massa e
consequentemente menor interacdo molecular para
resistir aos diversos estresses a que um implante é
submetido (HENCH et al., 2006).

No entanto, essas alteragdes se deram pela
modificacdo da disposicdo das fibras de colageno e
ndo pela modificacdo da molécula de tropocolageno,
conforme evidenciado pela andlise térmica por
calorimetria exploratéria diferencial, cujas curvas
mostraram que ndo houve desnaturacdo protéica do
colégeno durante o tratamento alcalino (GOISSIS et
al., 1999; BET, 2000).

Das caracteristicas observadas, verificou-
se que o tempo de tratamento por 72 horas foi 0 que
proporcionou flexibilidade as amostras, facilitando a
manipulacdo pelo cirurgido, porém, sem perder
resisténcia consideravel em relagéo a tempos superiores.

Em relagdo a remocéo cirdrgica dos tecidos,
houve maior facilidade na remocdo das amostras
tratadas em solucdo alcalina em relagdo as preservadas
em glicerina e apenas liofilizadas, provavelmente,
devido a capacidade do tratamento em remover
residuos teciduais e alterar grupos carboxiamidas das
moléculas de colageno, que sdo responsaveis por
ocasionar respostas nos organismos hospedeiros
(GOISSISetal., 1999; DE PAULAetal., 2002), inclusive
na formacdo de fibrose (PEREIRA etal., 2000) .

CONCLUSOES

Concluiu-se que o tempo mais adequado
para a conservagdo das membranas biolégicas em
solucdo alcalina seguida de liofilizacao € de 72 horas e
que esse método proporciona melhor integracao
tissular com os tecidos da parede abdominal de
equinos, em relacdo ao método de conservacdo de
biomembranas em glicerina 98% e as membranas apenas
liofilizadas.
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