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Implantagdo de biomembrana de colageno tratada em solucgéo alcalina ou conservada
em glicerina a 98% na parede abdominal de equinos

Implantation of collagen biomembrane treated in alkaline solution or conserved in 98%
glycerin in the abdominal wall of horses

Valcinir Aloisio Scalla Vulcani'™ Delphim da Graca Macoris'" Ana Maria de Guzzi Plepis'
Virginia da Conceicdo Amaro Martins'' Vanessa Sobue FranzoV Rogério Elias Rabelo!
Fabiano José Ferreira de Sant’Ana'

RESUMO

Objetivou-se, neste trabalho, obter biomembranas
de colageno tratadas em solugdo alcalina por 72 horas (GE),
a partir de centros tendinosos diafragmaticos de equinos e
comparar sua biocompatibilidade com membranas conservadas
em solucao de glicerina a 98% (GG) e membranas néo tratadas
(GC). As membranas foram implantadas na fascia interna do
musculo reto do abdome de equinos e retiradas, juntamente com
o0s tecidos adjacentes, aos sete, 63 e 126 dias pos-operatorios para
a preparagao de laminas histoldgicas. O estudo histomorfométrico
das laminas revelou processo inflamatério mais intenso para os
implantes GG e CC e cicatrizagdo mais rapida para os implantes
GE. Concluiu-se que as biomembranas colagénicas tratadas em
solucdo alcalina sdo mais biocompativeis do que biomembranas
conservadas em glicerina 98%.

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

ABSTRACT

The objective of this research was obtain collagen
biomembranes treated in alkaline solution for 72 hours (GE)
from tendineous diaphragmatic center of equines and compare its
biocompatibility with membranes preserved in a glycerin solution
98% (GG) and membranes do not treated (GC). The membranes
were implanted in the internal fascia of recto abdominis muscle
of equines and removed, with adjacent tissues, seven, 63 and 126
days postoperative for the preparation of histological slides. The
histomorphometric study revealed more intense inflammatory
process to GG and CC implants and faster healing for GE
implants. It was concluded that the collagen biomembranes treated
in alkaline solution is more biocompatible than biomembranes
preserved in 98% glycerin.

Key words: biomaterial, implant, healing, reconstructive surgery.

INTRODUCAO

Areparacdo cirurgicaou reforco dos tecidos
que compdem a parede abdominal é uma necessidade
constante na cirurgia humana e veterinaria. Diversos
materiais tém sido empregados, como préteses na
parede abdominal, no entanto, muitos deles tém
induzido reacOes severas no hospedeiro, rejeicdes e
infecgbes (BELLON, 1995; VULCANI et al., 2009).

Dentre os materiais naturais utilizados,
tecidos animais colagénicos tém sido frequentemente
aplicados no abdémen de animais, o que requer
conservacao para preservar sua viabilidade e diminuir
sua antigenicidade. A preservacdo tem sido feita por
congelamento ou por agentes quimicos, como as
solugBes mercuriais, acido acético glacial, &cido
peracético, glutaraldeido e glicerina (RAISER et al.,
2001; RABELO et al., 2004; LEAL et al, 2009).

Aglicerinaa 98% foi amplamente utilizada
para conservar diferentes tecidos nas dltimas quatro
décadas, como dura-mater (PIGOSSI et al., 1967),
peritdnio de bovino, pericardio de equino (RANZANI
et al., 1990), peritbnio de cdo (DALECK et al.,
1992), diafragma de cdo (MAZZANTI et al., 2000),
centro tendineo diafragmatico bovino (RABELO et
al., 2004), osso de cdo (AMENDOLA et al., 2008;
VILELA et al., 2010), entre outros.
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Porém, modificagdes quimicas em alguns
tecidos animais constituem-se em alternativas de
elevado potencial para alterar a antigenicidade e as
propriedades do colageno nele contidos, sejam elas
mecanicas, estruturais ou fisico-quimicas. Matrizes
colagénicas com superficies carregadas ionicamente
podem ser produzidas por reagdes quimicas como as
de esterificagdo e succinilagdo (JAYAKRISHNAM &
JAMELA, 1996).

GOISSIS et al. (1999) utilizaram solucéo
alcalina em tecidos animais, promovendo hidrélise
dos grupos carboxiamidas e aumentando até 106
cargas negativas por unidade de tropocolageno. Essas
alteragBes na estrutura do colageno reduziram a
antigenicidade tecidual e estimularam o crescimento
celular (BET et al, 2001). A caracterizacdo
fisico-quimica por espectroscopia na regido do
infravermelho demonstrou que a estrutura em hélice
tripla do tropocoldgeno foi preservada durante a
hidrdlise, ou seja, a unidade molecular do colageno
ndo foi alterada durante o processamento (GOISSIS
etal., 1999).

A biocompatibilidade in vivo de materiais
colagénicos tratados em solucdo alcalina foi pouco
investigada. ROSA et al. (2003) obtiveram gel de
colageno anibnico a partir de pericardio bovino e
implantaram na calvaria de ratos. Foi observado
gue o processo infamatorio, em relagdo ao grupo
controle, foi mais ameno. PARREIRA (2004) utilizou
0 processo de hidrolise alcalina em pericérdio bovino
em amostras tratadas por 24 e 48 horas e as implantou
no subcuténeo de ratos, observando o comportamento
de integracdo tissular até 180 dias. Essas matrizes
tiveram significativa diferenga, em relagdo ao grupo
controle, na redugdo da resposta inflamatoria cronica,
incluindo a fibrose.

O presente trabalho objetivou avaliar
comparativamente a  biocompatibilidade  de
biomembranas de colageno, obtidas de centros
tendineos diafragmaticos, tratada em solucéo alcalina
ou conservada com glicerina a 98% na parede
abdominal de equinos.

MATERIAL E METODOS

Etapa 1 — Obten¢do das amostras

Os centros tendinosos diafragmaticos
foram obtidos de equinos que morreram por causa
conhecida, com exclusdo das infectocontagiosas,
e de animais submetidos a eutanasia no Hospital
Veterinario Laudo Natel (HVLN) da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da UNESP
de Jaboticabal/SP.

Apds a remogdo, os centros tendinosos
diafragmaticos foram lavados em solugdo de cloreto
de sodio a 0,9% e permaneceram imersos por quatro
horas na mesma solu¢&o, trocada a cada hora. Uma parte
das amostras foi submetida a congelamento gradativo,
sob temperatura de 15°C por 12 horas e -15°C por 12
horas. Em seguida, foram submetidas a liofilizagéo,
processo que sublima a agua presente no congelado,
sob vacuo, até apresentarem massas constantes
e esterilizadas em Oxido de etileno, constituindo
0 grupo controle (Grupo GC). Outra parte das
amostras foi conservada individualmente em frascos
previamente esterilizados, contendo solugdo de
glicerina a 98% (Glicerina Branca Rioquimica®)
durante 60 dias, conforme metodologia descrita
por DALECK et al. (1992), constituindo o grupo
glicerina (GG). As amostras do grupo experimental
(GE) foram preparadas no Laboratorio de Bioquimica
e Biomateriais do Instituto de Quimica da USP de
S8o Carlos/SP. Tratou-se o material em solugdo
alcalina, contendo dimetilsulfoxido e sais (cloretos e
sulfatos) de sddio, potassio e calcio. Ap6s 72 horas
de imersdo, os sais residuais foram removidos por
trés lavagens sucessivas com &cido bhorico a 3% e
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 3%.
Posteriormente, as membranas foram congeladas
gradativamente, conforme realizada com as amostras
do GC, liofilizadas e esterilizadas em 6xido de etileno
(GOISSIS et al., 1999). A determinagdo do tempo de
imersdo em 72 horas foi determinada previamente
(VULCANI et al., 2008).

Etapa 2 — Implantac&o e retirada das amostras

Para a implantacdo das amostras, foram

utilizados seis equinos, trés machos e trés fémeas, sem
ra¢a definida, adultos e higidos. Os animais foram
avaliados clinicamente, everminados com ivermectina
a 1% (lvomec - Merial®) e submetidos a periodo
de adaptacdo alimentar e de manejo de dez dias.
Os equinos permaneceram em piquetes de capim
tifton durante todo o periodo de experimentacéo, salvo
durante o jejum alimentar e hidrico pré-cirdrgicos
e a recuperacdo poés-operatéria, durante 0s quais
permaneceram em baias do HVLN da FCAV/UNESP.
Os animais foram alimentados diariamente com feno,
racdo para equinos e agua a vontade.

Para o procedimento, realizou-se a sedacdo
dos animais com maleato de acepromazina (0,10mg
kg?, IV), indugdo da anestesia com éter gliceril guaicol
(50mg kg?, 1V), associado a tiopental sddico (10°mg
200kg?, 1V) e a manutencédo desta por via inalatoria
com halotano, vaporizado em oxigénio a 100% em
circuito semifechado (TRANQUILLI et al., 2007).
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Em cada animal, foram feitos trés blocos
cirdrgicos, constituidos por amostras dos trés grupos,
em posicdo alternada, de forma a minimizar o erro
experimental, totalizando nove amostras por animal.
Foi preconizado manter uma distdncia minima de
dez centimetros entre os blocos cirdrgicos e, em cada
bloco, uma distancia minima de cinco centimetros entre
as amostras implantadas. Antes da implantacdo, as
amostras do GG foram lavadas e hidratadas com solucao
de cloreto de sédio a 0,9% (DALECK et al., 1992).

Apos tricotomia e antissepsia, foram feitas
trés incisbes cutdneas paramedianas, sendo duas do
lado direito e uma do lado esquerdo. Na regido de
cada incisdo, divulsionou-se o subcuténeo, afastaram-
se as fibras do musculo reto abdominal, expondo
seu folheto interno e retiraram-se trés fragmentos
(2x3cm) desta, para a fixacdo de uma amostra
(2x3cm) da biomembrana de cada grupo (GE, GG
ou GC), com sutura padrdo continuo simples com fio
poliglactina 910 n° 0. O peritdnio permaneceu integro
e em contato com as amostras implantadas. O folheto
externo foi suturado em padrdo continuo simples,
com fio monofilamentar de poliamida n® 2-0, 0 espago
morto subcuténeo foi reduzido com sutura em padrdo
Zigue Zague, com fio categute cromado n® 0 e a pele
suturada em padrdo colchoeiro horizontal continuo,
com fio monofilamentar de poliamida n® 2-0. No
periodo pés-cirdrgico imediato, os animais receberam
dipirona? (22mg kg, 1V) durante dois dias e penicilina
procaina (22.000U1 kg?) (Agrovet - Novartis®) por
via intramuscular. O analgésico e o antibi6tico foram
administrados por mais dois dias consecutivos.

Em virtude da possivel contaminacdo da
ferida cirdrgica durante a permanéncia nos piquetes,
realizou-se limpeza didria desta com liquido de Dakin,
aplicacdo de tintura de iodo a 2% como repelente
ao redor da ferida, durante oito dias consecutivos,
quando foram removidas as suturas de pele.

Apos as intervengdes cirlrgicas, 0s animais
foram avaliados clinicamente a fim de se verificar
0 seu estado de salde e prevenir complicagdes,
considerando-se 0s seguintes pardmetros: frequéncias
cardiaca e respiratoria, tempo de preenchimento
capilar, temperatura retal, avaliacdo de mucosas e
condicBes de cicatrizacdo da ferida cirdrgica.

O primeiro bloco foi retirado sete dias apds
a implantacdo, o segundo 63 e o terceiro apds 126
dias, seguindo-se 0s mesmos protocolos anestésico e
cirargico descritos para a implantacdo das amostras.
Ao término da retirada de todos os implantes, 0s
animais foram acompanhados até a cicatrizagdo total
das feridas cirlrgicas e, em seguida, doados a FCAV,
local onde ficaram mantidos em pastos e piquetes e
inseridos ao plantel local.

Etapa 3 — Analise microscdpica

Os fragmentos retirados cirurgicamente
foram fixados por 24h em formalina neutra e
tamponada a 10%, e processados rotineiramente para
inclus@o em parafina. As amostras foram coradas por
hematoxilina-eosina (HE), Tricromio de Gomori e
\on-Kossa. Para a andalise microscépica, utilizou-
se microscopio binocular com equipamento para
fotomicrografia, cadmera de captagdo de imagem e
analisador de imagens. De cada corte histoldgico,
foram escolhidos 20 campos aleatorios (area
estabelecida de 23089,96u? m* por campo), avaliados
sempre pelo mesmo patologista, ndo conhecedor da
identidade das amostras. Os seguintes parametros
foram avaliados: presenga de capsula fibrosa;
classificacdo e contagem de células (linfocitos,
polimorfonucleares, macréfagos, células gigantes
multinucleadas do tipo corpo estranho), fibroblastos;
ocorréncia de neovascularizagdo; ocorréncia de
metaplasia 6ssea (presenca de osteoide, osteablastos,
osteoclastos e/ou 0sso mineralizado).

O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualisado em esquema fatorial trés
por trés, com os fatores GC, GG e GE e coletas das
amostras aos sete, 63 e 126 dias pos-implantagao.
Analisou-se também a interacdo dos fatores estudados
com o sexo dos animais.

Foi realizada anélise de normalidade dos
erros estudentizados (teste de Cramer-Von Mises) e
de homogeneidade de variéncias (teste de Brown-
Forsythe). Apds verificagdo do atendimento dessas
pressuposicdes, os dados foram submetidos a anélise
de variancia, empregando-se o General Linear Model
do programa SAS® e, em caso de diferenga (P<0,05),
as médias foram comparadas pelo teste Tukey,
considerando-se o nivel de 5% de probabilidade
(SAMPAIO, 1998).

RESULTADOS

Os parametros clinicos (frequéncias
cardiaca e respiratoria, tempo de preenchimento
capilar, temperatura retal, avaliacdo de mucosas e
condicdes de cicatrizacdo da ferida cirdrgica) obtidos
apés os procedimentos cirlrgicos de implantagdo e
retirada das amostras ndo mostram alteracdes dignas
de nota.

Os valores médios das contagens das
células envolvidas no processo inflamatorio e
cicatricial estdo mostrados na tabela 1. Na contagem
de polimorfonucleares, houve diferenca (P<0,05)
entre os tratamentos e entre os tratamentos e 0s
periodos de coleta. Aos sete dias pds-implantacao,
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houve maior infiltrado de polimorfonucleares para os
grupos GC e GG, cujas médias ndo diferiram entre si,
mas diferiram do GE. Observou-se, também, que o
infiltrado em GE predominou na periferia do implante
e, em GG, as células invadiram o interior do implante
(Figura 1 Ae B). Aos 63 e 126 dias pés-implantacao,
houve diferenca entre os trés tratamentos; o GC
apresentou média maior, seguido dos GG e GE.
Analisando-se os tratamentos nos diferentes periodos
de coleta, observou-se que houve decréscimo das
médias das contagens de polimorfonucleares para os
trés tratamentos.

Na contagem de linfécitos, houve
diferenca (P<0,05) entre os tratamentos e para a
interacdo entre os tratamentos e os periodos de coleta.
Observou-se, aos sete dias pos-implanta¢éo, que nao
houve diferenca entre os tratamentos. Aos 63 e 126
dias, os grupos GC e GG néo diferiram entre si, mas
diferiram do grupo GE, que apresentou média menor.
Analisando-se a interacdo entre os tratamentos e
periodos de coleta, verificou-se, para os grupos GC e
GG, aumento das médias de linfécitos no sexagésimo
terceiro dia pos-implantagdo e decréscimo das médias
no dia 126 pds-coleta. Para o GE, houve queda das
médias da contagem de linfocitos a partir do sétimo
dia pés-implantacéo.

Na contagem de macréfagos, houve
diferenca (P<0,05) entre os tratamentos e para a

interagdo entre os tratamentos e os periodos de
coleta. Aos sete, 63 e 126 dias pos-implantacdo houve
diferenca entre o grupo GE e 0s demais grupos.
Porém, ndo houve diferenga entre os grupos GG e
GC. Observando-se a interacdo entre 0s tratamentos
com os periodos de coleta, para a contagem de
macréfagos, observou-se que 0s trés grupos
apresentaram aumento das médias aos 63 dias. Aos
126 dias pos-implantacdo, observa-se diminui¢do das
médias dos grupos GC e GE.

Na contagem de fibroblastos, houve
diferenca (P<0,05) entre os tratamentos e¢ para a
interagdo entre os tratamentos e os periodos de coleta.
Aos sete e 63 dias pos-implantagdo, houve menor
média do grupo GC em relagdo aos grupos GG e GE.
Aos 126 dias, houve maior média do grupo GE. Na
interacdo entre os tratamentos com os periodos de
coleta, para a contagem de fibroblastos, observou-se
que os trés tratamentos tiveram aumento progressivo
da média de fibroblastos, culminando aos 126 dias
com diferenca do grupo GE em relagdo aos grupos
GC e GG, que nao diferiram entre si (Figura 1C).

Em relacdo a angiogénese, notou-se que
ndo ocorreu aos sete dias. Porém, apds 63 e 126
dias pos-implante, verificaram-se neovasos nos trés
grupos, com médias diferentes (P<0,05) em relagdo
aos sete dias (Figura 1D).

Tabela 1 - Médias das contagens de polimorfonucleares, linfocitos, macroéfagos e fibroblastos adjacentes as biomembranas de colageno,
tratadas em solugdo salina (GE), conservadas em glicerina 98% (GG) e néo tratadas (GC), retiradas aos sete, 63 e 126 dias pos-

implantagéo no muasculo reto abdominal de equinos.

Retirada dos implantes (dias)

Tipo celular
7 63 126
Polimorfonucleare
GC 401,8 + 1,1 385,5 + 3,0 293,50 £ 2,34
GG 398,3 + 3,14 369,0 + 2,15 257,67 1,35
GE 306,0 + 2,25 2248 +1,9<° 7,50 + 3,3
Linfo6citos:
GC 423 +3,5%° 63,67 £ 4,0M 38,33 + 5,04°
GG 42,6 +2,1%° 64,50 £2,1¢ 38,83 + 4,6
GE 39,3 + 2,0 25,67 + 1,45 6,83 £2,95%¢
Macrofagos
GC 26,0 + 3,14 48,1 + 3,5 27,6 £2,1%
GG 23,1 +£2,34 35,8 +2,8"° 33,5+ 1,0°°
GE 15,5+ 1,9% 27,5+1,2% 11,3+1,9%
Fibroblastos
GC 7,1 +0,9% 44,6 + 2,7 57,5+ 3,55
GG 16,3 +1,2%° 65,5+ 1,0% 62,8+ 1,25
GE 17,6 = 1,8"° 68,6 +2,3"° 77,0 + 2,04

Médias seguidas de letras iguais maiusculas na coluna nao diferem entre si pelo teste Tukey (P>0,05).
Médias seguidas de letras iguais minusculas na linha ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P>0,05).
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Figura 1 - Em A, fotomicrografia de membrana do grupo GE retirada aos

sete dias, na qual se verifica discreto infiltrado inflamatdrio
no interior do implante (seta). “S” indica local de passagem
de sutura. Aumento de 100 vezes. Em B, membrana do
grupo GG retirada aos sete dias, com infiltrado inflamatério
acentuado no interior do implante (setas). Aumento de 100
vezes. Em C, amostra do grupo GE, retirada apés 126 dias
de implantagdo. Verifica-se, ao centro, preenchimento do
local por fibroblastos, antes ocupado pela biomembrana.
“S” indica local de passagem de sutura. Ao redor da cicatriz,
nota-se a composicao de fibras colagénicas apontadas pelas
setas. Aumento de 100 vezes. Em D, amostra do grupo GE,
retirada apés 63 dias de implantacdo. Observam-se vasos
neoformados proximos a membrana (setas escuras). As setas
brancas delimitam o espago no qual se nota discreta formagéo
de capsula fibrosa. “S” indica local de passagem de sutura.

Aumento de 200 vezes. Coloragdes H.E.

As células gigantes multinucleadas do tipo
corpo estranho foram observadas apenas no grupo GC
e ndo foi observada metaplasia de células musculares
que estiveram em contato com os implantes em
nenhum dos grupos estudados nos trés periodos.

Com relacdo a interacdo dos fatores
estudados com o0 sexo dos animais, ndo foram
verificadas diferencgas entre os grupos (P>0,05).

DISCUSSAO

Em relagdo ao processo inflamatorio,
verificou-se que ocorreu diminuigdo gradual
de polimorfonucleares dos sete ao 63°¢ dia pos-
implantacdo nos trés grupos estudados, seguindo
um padrdo de inflamagdo aguda (SIQUEIRA &
DANTAS, 2000). No entanto, no 63°¢ e 126° dias
poés-implantagdo, observou-se que os grupos GC
e GG expressaram maior quantidade absoluta de
polimorfonucleares em relacdo ao grupo GE. Esse
comportamento de ambos o0s grupos de comparacao é
caracteristico de processo inflamatdrio cronico ativo,

no qual observa-se que hé sobreposic¢do dos elementos
caracteristicos de um processo inflamatério agudo e
cronico (COTRAN et al., 2000).

Acreacdo de agranuldcitos, caracteristica de
inflamag@o crénica (COTRAN et al., 2000), também
foi mais intensa nos grupos GC e GG. Nota-se que a
quantidade de linfécitos aumentou consideravelmente
em ambos 0s grupos aos sete e 63 dias apds a
implantacdo das amostras. Comportamento oposto
pode ser verificado no grupo GE, no qual se observou
decréscimo da quantidade de linfécitos a partir dos
sete dias pés-implantacéo.

Esse padrdo histologico, verificado no
grupo GE, foi observado por ROSA et al. (2003)
em implantes de matrizes anidnicas de colageno na
calvariade ratose por PARREIRA (2004) em implantes
de matrizes anidnicas de coldgeno no subcutaneo
de ratos, demonstrando menor antigenicidade das
amostras tratadas em solucdo alcalina.

O aumento de macrofagos no sétimo e
no 63¢ dias pos-implantacdo, com maior intensidade
para os grupos GC e GG, sugere relagcdo com o tempo
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de degradacdo das amostras. Inicialmente, ha maior
guantidade de massa, estimulando a proliferacdo de
macrdfagos para biodegradacdo do material. ROSA et
al. (2003) observaram o mesmo padrdo em implantes
de colageno sem tratamento, correlacionando a
reacdo inflamatdria com o tempo de permanéncia do
implante no hospedeiro.

No entanto, para o grupo GE, cuja
degradacdo mostrou-se mais rapida, houve declinio
acentuado de macrofagos e aumento da migracdo
de fibroblastos, em relagdo aos grupos GC e GG,
corroborando os achados de ROSA et al. (2003) e
PARREIRA (2004). A formagdo e manutencdo de
capsula fibrosa mais regular nas amostras do grupo
GE em relacdo aos GC e GG sugeriram que 0 processo
inflamatorio causado porbiomateriais sofreriaresolucao
mais rapida no grupo GE, fato que foi reforg¢ado pelas
quantidades de macréfagos e fibroblastos observados
nos trés grupos (ANSTEAD, 1998). No entanto, ndo
houve persisténcia na formagdo completa de capsula
fibrosa no grupo GE, o que pode estar relacionado a
degradacéo das amostras, cuja diminuicdo gradual de
massa favorece a cicatrizacdo ou regeneracdo, ndo
havendo a necessidade de encapsulamento, que é um
comportamento tipico da bioatividade de materiais
degradaveis (HENCH et al., 2006).

A avaliacdo histoldgica experimental de
implantes na parede abdominal tem sido feita com
grande frequéncia, porém, em espécies como ratos,
coelhos e em menor instancia em cées (VULCANI et
al., 2009). Sao raros os trabalhos com grandes animais,
cujo enfoque estd na aplicacdo clinico-cirdrgica de
biomateriais para a correcdo de hérnias e eventracdes
(STELMANN et al., 2010), ndo permitindo avaliacdes
microscépicas na interface da implantacdo, mas
somente avaliacbes macroscopicas da resolucdo da
ferida e dos efeitos sistémicos nos animais.

CONCLUSAO

Nas condigdes de execugdo deste trabalho,
concluiu-se que a biomembrana tratada em solugdo
alcalina proporciona, na interface de implantacéo da
parede abdominal de equinos, processo inflamatorio
menos intenso e menos persistente em relacdo ao
material ndo tratado e ao conservado em glicerina
98%. Portanto, as biomembranas colagénicas tratadas
em solugdo alcalina s&o mais biocompativeis do que
biomembranas conservadas em glicerina 98%.
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