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RESUMO

PIMENTEL, Amanda Silva. Avaliacdo do glutaraldeido a 1% no preparo do
pericardio bovino para reparo de parede abdominal de camundongos e influéncia
do carprofeno. 2011. 38 p. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) Instituto
de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2011.

Membranas biolégicas vem sendo amplamente utilizadas em cirurgia reconstrutora com
0 objetivo de restabelecer a estrutura e funcdo de tecidos lesados. Diversos tratamentos
sdo aplicados a estas membranas causando resposta inflamatoria exacerbada e rejeicao
do hospedeiro, inviabilizando o retorno da fungdo normal. Este experimento teve como
objetivo avaliar a interferéncia do carprofeno em camundongos que receberam enxertos
de pericéardio bovino (PB) tratados com glutaraldeido a 1 % na parede abdominal
lateral. Foram utilizados 102 animais distribuidos aleatoriamente em 12 grupos com 3
tipos de tratamentos: PB conservado em glicerina a 98% e administragéo do cloridrato
de tramadol, PB conservado em glutaraldeido 1% e administracdo de cloridrato de
tramadol e PB conservado em glutaraldeido e administracdo de anti-inflamatério. Apos
7, 14, 30 e 60 dias do implante, os animais foram sacrificados para coleta e anélise
microscopica das amostras teciduais. Os resultados mostraram reducdo no processo
inflamatorio em todos os grupos estudados apos sessenta dias de implante. Nao houve
diferencas significativas entre os diferentes tratamentos. Desta forma, confirma-se a
viabilidade da utilizacdo de glutaraldeido a 1% no tratamento do pericardio bovino
como alternativa ao uso da glicerina a 98 %, no entanto ndo houve vantagem relativa
do uso de carprofeno em relacéo ao tramadol no periodo pés-operatério.

Palavras-chave: Bioprotese, Reacdo inflamatoria, Enxerto.



ABSTRACT

PIMENTEL, Amanda Silva. Evaluation of 1% glutaraldehyde in the preparation of
bovine pericardium for repair abdominal wall of mice and influence of carprofen.
2011. 38 p. Dissertagdo (Mestrado in Medicine Veterinary) Institute of Veterinary
Medicine, Agricultural Federal University of Rio De Janeiro, Seropédica, RJ.2011.

Biological membranes has being widely used in reconstrutive surgery with the objective
to reestablish the structure and function of injured tissues. Several treatments are
applied to these membranes causing an expressive inflammatory response and rejection
of the host, making impracticable the return of the normal function. This experiment
aimed to evaluate the interference of the carprofen in mice that had received grafts of
bovine pericardium (PB) treated with 1% glutaraldehyde in lateral abdominal wall. One
hundred and two animals were distributed randomly into 12 groups and three types of
treatments had been used: PB preserved in 98% glycerin and administration of analgesic
tramadol, PB preserved in glutaraldehyde 1% and administration of analgesic and PB
preserved in 1% glutaraldehyde and administration of anti-inflammatory. After 7, 14, 30
and 60 days of the implantation, the animals were sacrificed for collection and
microscopical analysis of the tissue samples. The results showed reduction in
inflammation in all groups after sixty days of implantation. There were no significant
differences between different treatments. Thus, this study confirms the viability of using
1% glutaraldehyde in the preparation of bovine pericardium as an alternative to the use
of 98% glycerin, however there was no advantage on the use of carprofen in relation to
tramadol in post operative period.

Word-key: Bioprotese, inflammatory Reaction, Enxerto.



LISTA DE ABREVIACOES E SIMBOLOS

AINES: Anti-inflamatérios Nao Esteroidais
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1. INTRODUCAO

Membranas biologicas consistem em implantes de natureza orgéanica, livres,
inertes, e que tém como principal caracteristica serem constituidas quase que
exclusivamente de colageno. S&o utilizadas em procedimentos cirurgicos para fornecer
um arcabougo e orientar o desenvolvimento de novos tecidos, mediante processos de
reparacao, que restabelecam a estrutura e a funcéo dos tecidos lesados.

As membranas bioldgicas podem ser de tecidos autélogos (implante proveniente
do préprio individuo), homélogos (implante proveniente de individuo da mesma
espécie) e heterélogo (implante proveniente de individuo de espécie diferente).

Para que possam exercer sua funcdo de forma adequada e segura, como por
exemplo, em cirurgia reparadora da parede muscular e implante em &areas com grande
perda de tecido, as membranas biol6gicas devem ser tratadas e conservadas
corretamente.

No Brasil, a glicerina a 98% ¢é amplamente utilizada na medicina veterinaria para
o0 tratamento e preservacdo de materiais biologicos, devido a facilidade de manejo e por
ser de baixo custo. No entanto, existe uma grande preocupacdo com o fato de sua agédo
antimicrobiana ser restrita a bactérias e fungos, o que possibilita a transmissdo de
agentes virais ao animal receptor quando sdo utilizados enxertos homdélogos ou
heterdlogos.

Outro agente empregado com freqiiéncia no tratamento dos materiais bioldgicos é
o glutaraldeido, com acéo esterilizante e ndo prejudicial a incorporacdo do implante nas
concentracdes de 0,5% a 1%.

Estudos desenvolvidos com o intuito de obter-se um biomaterial ideal, destacam
que a solucdo conservadora deve manter a0 maximo a integridade tecidual, atenuar a
acdo antigénica do tecido implantado, aumentar sua resisténcia a tragdo e atuar por um
longo periodo. Neste sentido, varios agentes quimicos vém sendo utilizados para
tratamento e conservacao de tecidos bioldgicos, buscando-se principalmente eliminar a
possibilidade de transmissdo de microrganismos dos individuos doadores para 0s
receptores.

Existe ainda, a preocupacdo com a toxicidade do glutaraldeido, que pode
provocar reacBes locais como reacdo inflamatéria exacerbada, podendo prejudicar a
incorporacdo do enxerto. No entanto, desconhece-se a sua real capacidade de interferir
no processo cicatricial de acordo com as diferentes concentracdes nas quais é utilizado.

Considerando a relativa fregtiéncia com que a utilizacdo de membranas biologicas
é indicada em cirurgias tanto de animais quanto de humanos, torna-se necessaria a
investigacdo de métodos de tratamento e conservacao de forma a obter maior seguranca
na utilizacdo deste valioso instrumento da pratica cirdrgica.

A inflamacdo € um evento intrinseco ao transplante, que induz o recrutamento de
células inflamatorias ao sitio do enxerto. Se uma amplificagdo dessa resposta
inflamatdria ocorrer, mecanismos efetores da resposta imune podem levar a destruicao
do tecido.

Para controle do processo inflamatério e alivio da dor é indicado o uso de
antiinflamatdrios ndo-esteroidais (AINES) que inibem a cicloxigenase (COX-1 e COX-
2) ou seletivamente a COX-2. Contudo, apesar de sua acdo antiinflamatoria e
analgésica, muitos dos AINES apresentam efeitos colaterais. Todos parecem interferir
no processo de cicatrizagdo, embora os resultados obtidos em diferentes estudos sejam
conflitantes. Estudar o efeito do AINES na incorporagdo de enxertos biologicos é uma
forma de reconhecer as vantagens e desvantagens de seu uso para uma aplicabilidade
mais adequada na rotina clinica-cirurgica veterinaria.



Este trabalho tem como objetivo geral avaliar a utilizagdo de pericardio bovino
conservado em glutaraldeido a 1% no processo de incorporacdo de enxertos, bem como
determinar um padrdo de tratamento com menor interferéncia na reacdo inflamatoria no
processo cicatricial de implantes de membranas bioldgicas em parede abdominal.E tem
como objetivos especificos: reconhecer e quantificar as alteraces teciduais macro e
microscopicas em parede abdominal, bem como avaliar a resposta inflamatéria apds
implantes de pericéardio bovino tratados com glutaraldeido a 1% em parede abdominal
de camundongos; identificar possiveis interferéncias na incorporacdo do enxerto e no
processo de cicatrizacdo devido aos efeitos da utilizacdo de antiinflamat6rios nao-
esteroidais.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 MEMBRANAS BIOLOGICAS

A utilizacdo de membranas biolégicas como materiais de implante, para reparagédo
de drgdos e tecidos vém sendo praticada no Brasil desde a década de sessenta, com 0
trabalho pioneiro de Pigossi (1967).

Os diversos trabalhos envolvendo membranas bioldgicas buscam avaliar a sua
viabilidade em procedimentos cirdrgicos nas diferentes regides do organismo animal
(ALVARENGA et al. 1992; DALECK et al. 1992; COSTA NETO et al. 1999).

O procedimento cirdrgico reconstrutivo da parede abdominal deve restaurar a perda
dos planos anatémicos. A utilizacdo de membranas biol6gicas tem como funcgdes
principais, fornecer arcabouco para orientacao e para desenvolvimento de novos tecidos,
mediante processos de reparacdo, que restabelecam a estrutura e funcdo do 6rgdo
afetado (BATISTA et al. 1996).

O enxerto bioldgico ideal deve ser de facil manipulagdo, ter baixo custo de
producdo, promover o crescimento de tecido do hospedeiro, formacdo de tecido
cicatricial adequado, ndo induzir resposta inflamatéria exacerbada, ndo promover
aderéncias, ser flexivel, inerte, poroso e resistente (CERISE et al.1974).

De acordo com Vamhidy et al. (1990) apud Raiser et al. (2001), qualquer enxerto
ndo autdélogo deve satisfazer os seguintes critérios: nao ser antigénico ou carcinogénico;
ser facilmente incorporado pelo hospedeiro e funcionar por toda a vida do receptor;
além de estimular as propriedades mecanicas do segmento original e ser facilmente
armazenado e implantavel.Os implantes comumente utilizados na reconstrucdo da
parede abdominal relnem apenas uma ou outra destas caracteristicas (PREVEL et
al.1995).

Dentre as membranas bioldgicas estudadas, destacam-se o centro tendineo, a dura-
mater, a fascia lata, o pericardio e o peritdnio, que possuem como caracteristica
principal, a constituicdo quase que exclusivamente de coldgeno (ALVARENGA et al.
1992). Entretanto, os tecidos colagenos apresentam rapida degradacdo e por isso
necessitam ser estabilizados, a fim de prolongar a estrutura e integridade mecéanica
original e remover ou neutralizar suas propriedades antigénicas, para que possam ser
empregados como biomateriais (BAUCIA et al. 2006).

Para ndo estimularem reacdo imunologica, estas membranas devem permanecer
preservadas em glicerina por um periodo minimo de 30 dias (DALECK et al. 1992;
SARTORI FILHO et al. 1997; COSTA NETO et al. 1999).

O pericardio é uma membrana que forma um saco fibroso, grosso, translucido com
dois folhetos. E composto por uma camada fibrosa externa (pericardio parietal) que se
adere ao esterno, aos grandes vasos e ao diafragma, e por uma camada serosa interna
(pericérdio visceral). E constituido basicamente de fibras compactas de colageno e
fibras de elastina, o que confere capacidade viscoelastica ao tecido (HOLT,1970 apud
COVARRUBIAS et al. 2005).

O pericardio bovino, material heterdlogo, € um material de origem bioldgica
altamente resistente, de facil manejo cirurgico, maleavel e sem problemas de reacéo
com corpo estranho. Além disso, € um tecido de facil acesso e habitualmente representa
um material de interesse no processo industrial de bovinos (IONESCU et al. 1979).



Segundo Anson & Marchand (1996), o pericardio bovino ap6s tratamento para
remocao de restos celulares, proteinas degradaveis e lipideos, consiste de uma malha de
fibras colagenas. E um material de baixo custo, de facil sutura, pouca antigenicidade e
toxicidade, boa forca, minima elasticidade e auséncia de irritacdo com outros materiais
(YAMATOGI et al. 2005).

2.2. TRATAMENTO DE MEMBRANAS BIOLOGICAS
2.2.1 Meios de preservagéo e aplicacdo

Slatter (2007) relata que os desinfetantes de modo geral destroem as bactérias, com
excecdo do bacilo da tuberculose e os esporos e virus podem ndo ser destruidos por
desinfetantes. O formaldeido ¢é vidvel como formalina a 37% e agua, mas embora seja
capaz de destruir todas as bactérias, virus e esporos, a formalina é extremamente
irritante para pele e mucosas. J4 o glutaraldeido em concentracfes diluidas € menos
toxico que o formaldeido e possui amplo espectro de atividade semelhante.

Os meios de preservacdo utilizados para manter as membranas bioldgicas devem
possuir alto poder estabilizador, para impedir a total decomposicdo dos tecidos e o
crescimento de microorganismos, além de preservar ao maximo a integridade celular,
aumentar a resisténcia a tracdo e atuar por um periodo de tempo prolongado
(ALVARENGA et al. 1992; MOTA et al. 2002).

O meio de conservacdo mais utilizado € a glicerina a 98% mantida em temperatura
ambiente que representa como vantagens baixo custo e propriedade anti-séptica
(ALVARENGA et al.1992).

Além da glicerina, outros meios como a solucdo alcoodlica de tintura de timersal
(ALVARENGA et al. 1992), polivinil pirrolidona a 5%, solucdo hipersaturada de
acucar a 300% (NETO et al. 2000), mel ndo processado (AMENDOLA, 2000) e
solucéo hipersaturada de sal (BRUN et al. 2002) tém sido utilizados para conservagédo
de membranas bioldgicas. A preservagdo de enxertos pode ainda ser feita por método de
congelamento ou wusando agentes quimicos como solugbes mercuriais,
betapropriolactona e glutaraldeido.

Muitos experimentos foram e vém sendo realizados com membranas bioldgicas
conservadas em glicerina (PIGOSSI, 1967; PIGOSSI et al. 1971; BRUN et al. 2002;
QUITZAN et al. 2003) e os resultados obtidos sempre foram satisfatérios tanto em
nivel de reacdo inflamatdria quanto processo regenerativo. De acordo com Leite et al.
(1979) este agente quimico proporciona auséncia de reacOes inflamatdrias agudas dos
implantes, o que indica a baixa antigenicidade do transplante mantido neste meio de
conservacao, e para Mota et al. (2002) a solugédo de glicerina a 98% é a que melhor
mantém a integridade celular.

Nas ultimas quatro décadas, a glicerina a 98% foi empregada na conservacdo de
diferentes tecidos como dura-mater (PIGOSSI, 1964); peritbnio bovino e canino
(DALECK et al. 1992); pericardio equino (RANZANI et al. 1990); diafragma e bexiga
caninos (MAZZANTI et al. 2000).

A glicerina desidrata o tecido, substitui a maior parte da agua intracelular, sem
alterar a concentragdo idnica das células, atua como protetor da integridade celular. A
glicerina reduz a antigenicidade e preserva a textura de pecas de dura-mater canina e
humana, nela conservadas; concluindo que, além de atuar como agente fixador e
desidratante de atuacdo rapida, a glicerina tem acéo anti-séptica com amplo espectro de
acdo atuando contra fungos e bactérias gram-negativas e positivas, com excecao de
formas esporuladas (PIGOSSI, 1967; PIGOSSI et al. 1971). Tem acéo anti-séptica, e na



concentragdo igual ou maior que 25% age como desinfetante. Quando concentrada, a
glicerina destroi bactérias em 3 horas (SOLIMANN, 1957).

Recomenda-se que as membranas sejam conservadas em glicerina por periodo
minimo de 30 dias (DALECK et al. 1992; SARTORI FILHO et al. 1997; COSTA
NETO et al.1999) podendo se extender por seis (INATOMI et al. 1980) a sete meses
(PIGOSSI, 1967).

O saco pericardico conservado em glicerina € material bioldgico que apresenta as
caracteristicas de facil obtencdo, conservacdo e aplicacdo, além do baixo custo, tendo
sido empregado na reparacdo de varios 6rgdos e estruturas com resultados favoraveis
(RANZANI et al. 1990; BARROS et al. 1997).

Inatomi et al. (1980) avaliaram a implantacdo de dura-méater bovina e suina,
conservadas em glicerina por mais de seis meses na bainha do musculo reto abdominal
de cdes, e demonstraram que houve aceitacdo das membranas pelo hospedeiro sem
sinais de rejeicao.

Pigossi et al. (1971), relataram a impossibilidade de investigacdo da transmisséo de
particulas virais por meio de membranas bioldgicas tratadas com glicerina 98% por
motivos técnicos, no entanto consideram esta solucdo de tratamento, embora seja
utilizada em concentracdes menores para manutencdo viral na rotina de laboratorios,
capaz de inativar particulas e evitar transmissdao de moléculas a virus quando em
conservacao prolongada e a temperatura ambiente. Porém, Trani (2006), demonstrou
gue mesmo em temperatura ambiente e por periodo de 30 dias, o0 virus rabico foi
mantido em pelo menos 50% das amostras conservadas em glicerina.

Apesar de diversos agentes quimicos terem sido utilizados no tratamento de
tecidos colagenos, o glutaraldeido introduzido por Carpentier, no final dos anos 60,
continua sendo o mais largamente empregado na fixacdo dos biomateriais (BAUCIA et
al. 2006). Seu emprego contribui para a estabilizacdo do colageno e reducéo da rejeicédo
(FERREIRA et al. 2007).

O glutaraldeido é um dialdeido saturado, encontrado amplamente em forma liquida,
incolor ou amarelada, em solugdo aquosa a 50%, que tem sido amplamente utilizado no
tratamento e conservacdo de materiais de uso médico, principalmente para reparo em
paredes de cavidades, de 6rgdos ocos, em reconstrugdo vascular e valvular, dentre
outros. Possui potente acdo polivalente sendo, portanto bactericida, fungicida, virucida
(sua atividade € devida a alquilacdo de grupos sulfidrila, hidroxila, carboxila e amino
dos microorganismos o que altera o seu DNA, RNA e sintese de proteinas) e esporicida
(devido ao glutaraldeido reagir com a superficie do esporo, 0o que provoca O
endurecimento das camadas externas e morte do esporo). E uma substancia pouco
poluente devido a sua rapida biodegradacao, ndo bioacumulativa e de pouca persisténcia
no ar, solo, agua, além de ser um excelente fixador de tecidos para a microscopia
eletronica (APECIH, 1998; ANVISA, 2007).

A aplicacdo desta solucdo de tratamento e conservacdo abrange membranas
bioldgicas como cartilagens (ADLINGTON et al. 1992), por exemplo, além de
implantes de pele (ZHENG, 1991), colageno (OLIVER et al. 1980) e pericardios
aut6logos ou heterélogos, tendo entdo se mostrado eficiente em muitos estudos.

O pericardio bovino, quando tratado em glutaraldeido, torna-se bioquimicamente
mais estavel, tornando-se mais resistente e sua antigenicidade é diminuida, permitindo
sua incorporacéo biolégica (WOODROF, 1979; SANTILLAN-DOHERTY et al. 1995).
Com isso Santillan-Doherty et al. (1996) avaliaram o pericardio bovino tratado com
glutaraldeido, como uma bioprotese para reconstrucao cirargica dos defeitos da parede
abdominal, e concluiram que este tipo de membrana é um material biolégico com
resisténcia suficiente para ser utilizado nestes tipos de reparos.



2.2.2 Vantagens e desvantagens

Materiais bioprotéticos podem ter distintas vantagens sobre malhas sintéticas e
retalhos autdlogos ou técnicas de enxerto para reconstrucao abdominal mural, pois
acarretam danos teciduais no local do implante, e sdo usados com sucesso em feridas
contaminadas devido a habilidade de resistir a infec¢cdo, tornando-se revascularizado e
incorporado no tecido do hospedeiro, e reduzindo aderéncias a visceras. A incorporacao
fibrovascular ao redor do tecido e remodelacdo do implante reduz os riscos associados a
corpo estranho persistente, tal como infecgdo cronica, fistula enterocutanea e exposicdo
cutanea (BUTLER, 2006).

Butler (2006) afirma também que as desvantagens do material bioprotético incluem
alto custo relativo do implante a malha sintética, tamanho limitado de laminas
individuais em alguns casos, e o risco de formacédo de seroma.

O glutaraldeido é um produto quimico industrial amplamente utilizado, e biocida,
com o qual a pele pode entrar em contato, Werley et al. (1996) avaliaram o potencial de
toxicidade desta solucdo e realizaram um experimento com 344 ratos Fischer. Parte
destes receberam aplicacdes epicutaneas de solucdo aquosa de glutaraldeido a 2,5%, 5%
e 7,5% em uma dose de 2 mL/kg/dia, sendo 20 aplicacdes por um periodo de 26 dias, e
0 grupo controle recebeu agua filtrada na mesma dose. Os achados patolégicos obtidos
incluem acantoses, dermatites, hiperqueratoses, paraqueratoses, epidermites e fibrose
dérmicas, ndo sendo obtida nenhuma evidéncia de toxicidade sistémica.

A solucdo de glutaraldeido é tdéxica para o organismo receptor, portanto, é
extremamente importante a lavagem abundante com solucdo salina antes de a
membrana bioldgica ser implantada (PINTO et al. 1993). Além disso, j& foi considerado
que qualquer variacdo no modo de preparacdo pode influenciar no balango (equilibrio)
entre a reabsor¢cdo do implante e a deposicdo de fibrose no local (ADLINGTON et
al.1992).

De acordo com Santillan-Doherty et al. (1996) o pericardio bovino preservado em
glutaraldeido a 0,5% como bioprétese na reconstrucao dos defeitos cirirgicos toracico-
abdominais murais é ideal, pois concentragdes altas afetam negativamente resisténcia
ténsil e alongamento.

A prétese de pericardio bovino tratada previamente com glutaraldeido proporciona
maior flexibilidade, melhor estabilidade bioguimica, tornando-o mais resistente, o que
favorece sua incorporacéo biologica (WOODROOF, 1979).

A importancia do tratamento prévio com glutaraldeido é que esta solucédo serve para
esterilizacdo e preservacdo da membrana, previne reacdo imunoldgica pela redugdo do
potencial antigénico de cada tecido, previne desnaturacdo do colageno criando grande
estabilidade pela durabilidade das proteses. Baseada na estabilidade do material
bioldgico, os tecidos tratados apresentam durabilidade de acordo com a regeneragédo
tecidual das células do hospedeiro (CARPENTIER et al. 1969; CARPENTIER et al.
1974).

Outras vantagens observadas no pericardio, quando tratadas com glutaraldeido, além
da resisténcia € a auséncia de rejeicdo como corpo estranho (SANTILLAN-DOHERTY
et al. 1995), é de facil manipulacdo cirdrgica e atua como base adequada sobre a qual
proliferam fibroblastos com deposito de coldgeno e formacgédo de cicatriz em forma
satisfatoria (SANTILLAN-DOHERTY et al.1996). Portanto, uma vez que a resposta
tecidual local ao biomaterial é o critério mais importante para a determinacdo da
biocompatibilidade (BURUGAPALLI et al. 2004), pode-se considerar o pericardio

| bovino conservado em glutaraldeido um material biocompativel.



E fundamental que seja assegurada completa assepsia no uso de transplantes.
Deijkers et al (1997) verificaram que a maior fonte de contaminacdo é exdgena e
citaram que a rinsagem com antibi6tico € um procedimento comum, o qual diminui
apenas a prevaléncia por bactérias de baixa patogenicidade.

2.3 REPARACAO TECIDUAL

A inflamacdo pode ser definida como a reacédo do tecido vivo vascularizado a injaria
local que pode ser de natureza quimica, fisica ou bioldgica. Esta reacdo pode ser
encarada como um mecanismo de defesa do organismo (TIZARD, 2002).

Estimulos exdgenos e enddgenos provocam uma reacdo complexa no tecido
conjuntivo vascularizado. Essa resposta inflamatdria estd interligada ao processo de
reparacao e serve para destruir (fagocitose), diluir (plasma extravasado) ou isolar o
agente agressor (malha de fibrina), mas, promovem uma série de eventos que cicatrizam
e reconstituem o tecido lesado (COTRAN et al. 2000). Entretanto, a inflamagéo pode
ser potencialmente danosa, uma vez que em sua manifestacdo pode lesar o proprio
organismo, as vezes de forma mais deletéria que o proprio agente injuriante (TIZARD,
2002).

A inflamacdo é um processo fisiol6gico que consiste na resposta organica diante da
lesdo tissular ou infeccdo, envolvendo uma acdo coordenada entre o sistema
imunolégico e o tecido no qual ocorreu a lesdo. A resposta inflamatdria é essencial para
a sobrevivéncia, por tentar proteger o organismo de estimulos nocivos. Em algumas
situacdes e doencas, essa resposta pode se tornar excessiva, sem qualquer beneficio e
com serios efeitos adversos (COTRAN et al. 2000).

De acordo com Carrel (1910) até hoje, foram descritas, reconhecidas e aceitas trés
fases no evento da cicatrizagcdo: inflamatoria (até o quarto dia), fibroblastica ou
proliferativa (até o 14° dia) e de maturacgdo (apds o 14° dia).

Com o objetivo de destruir ou inativar o agente nocivo e remover os debris celulares
na area afetada para que o reparo tecidual possa ocorrer, diversos tipos de células sdo
ativadas nos tecidos danificados ou infectados, promovendo a liberacdo de diversos
mediadores, incluindo fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas, eicosandides e
neuropeptideos. No local da inflamacdo esses mediadores tém efeitos vasculares
promovendo vasodilatacdo, a estase vascular e 0 aumento da permeabilidade capilar,
garantem também a migracdo de leucdcitos da circulacdo para o tecido inflamado e
coordenam ainda as variadas respostas de defesa local (ROTH et al. 2009).

De acordo com Tizard (2002), a inflamacg&o pode ser classificada de acordo com sua
severidade e duracdo, em agudo ou crénico. A inflamacdo aguda é a resposta da
microcirculacdo a lesdo, com dilatacdo das arteriolas, conduzindo ao aumento do fluxo
sanguineo, aumento da permeabilidade dos capilares a proteinas plasmaticas, levando a
fuga de plasma e edema local e movimento de leucdcitos da circulagdo para o local da
lesdo. Caracteriza-se pela curta duragdo e apresenta os sinais cardeais que séo a dor, 0
calor, o rubor, o tumor e a perda da funcéo.

O processo inflamatério crénico, além de perdurar por um periodo indeterminado,
ndo apresenta um padrdo estereotipado, variando com os tipos de mediadores humorais
e celulares envolvidos (SPINOZA et al. 2006) e onde frequentemente a inflamacgéo
ativa, destruicdo tecidual e tentativas de reparo estdo ocorrendo simultaneamente
(COTRAN et al. 2000).

A resposta celular inicia-se com a chegada dos leucdcitos, que junto ao plasma,
eritrocitos e tecido desvitalizado constituem o exsudato inflamatério, que se formam
horas apos a leséo, preenchendo o espaco da ferida.



Na fase proliferativa, 0 nimero de macrdéfagos na lesdo diminui. Os fibroblastos,
células endoteliais e queratindcitos sintetizam e secretam fatores de crescimento que
estimulam a proliferacdo e sintese de matriz protéica extracelular e também a
angiogénese (MAST; COHEN, 2000).

O fibroblasto é a célula que produz colageno, fibras elésticas e substancia
fundamental, responsavel pela aderéncia das feridas cirdrgicas nos primeiros seis dias
de cicatrizacdo (MODOLIN; KAMAKURA, 1981).

A migracdo de fibroblastos para o interior da ferida se faz ao longo de malhas de
fibrina, que atuam como moldes para os elementos de reparagdo, formando um
arcabouco para a deposicdo de fibroblastos. A fibrina € originada no exsudato
inflamatério da ferida, tendo também propriedades hemostaticas (MAST; COHEN,
2000).

A maturacdo constitui a ultima fase da cicatrizacdo e a mais longa. Comega na
terceira semana ap0s o trauma e persiste por meses e até anos. Durante este periodo, o
tecido de granulacdo retrocede, o colageno depositado se remodela e uma cicatriz
madura se forma. O excesso de colageno é degradado por diversas enzimas proteoliticas
que associadas a maturacdo do tecido neoformado promoverdo o completo reparo
tecidual (COTRAN et al. 2000).

Ao se avaliar o processo inflamatorio na utilizacdo de enxerto de pericardio bovino
tratado com glutaraldeido, pode-se caracteriza-lo como crénico e moderado (GRECA et
al. 2005). De acordo com Tang et al. (1995), respostas inflamatorias cronicas,
acompanhadas de macrofagos e/ou acimulo de células gigantes do organismo, tém sido
observadas ao redor de muitos tipos de implantes de biomaterias e tem sido associadas
com varias complicagdes que afetam tanto o receptor quanto ao implante por si mesmo
(TANG et al.1995). Durante a resposta inflamatoria cronica ao implante, produtos da
aderéncia de células inflamatdrias podem ser gerados e danificar o implante e/ou reagir
com o biomaterial e gerar catabdlitos toxicos (ZHAO & COURTNEY, 1999).

2.4 ANTIINFLAMATORIOS NAO-ESTEROIDES (AINES)

Os farmacos anti-inflamatérios sdo rotineiramente utilizados em medicina
veterinaria por constituirem um grupo terapéutico de interesse, pois tem propriedades
analgésicas, antipiréticas e antiinflamatorias.

Em geral, esses farmacos inibem de forma variavel as isoformas COX-1 e COX Il
em suas dosagens terapéuticas, passando assim a serem caracterizados de acordo com
sua capacidade de inibicdo COX I e 1. Os farmacos que tem especificidade parcial para
COX Il sdo chamados de COX-II preferenciais, e sdo exemplos o carprofeno e o
meloxicam (LESS et al. 2004).

O mecanismo de acdo dos AINES consiste basicamente na inibi¢éo da cicloxigenase
(COX), que acarretara na diminuicdo de endoperoxidos ciclicos, tais como
prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos, importantes na mediacdo da dor e
inflamacéo (RANG et al. 2007).

As prostaglandinas e os leucotrienos s@o potentes mediadores do tipo eicosandides,
derivados do acido araquiddnico, reconhecidos por estarem envolvidos em numerosas
funcgdes bioldgicas relacionadas a homeostase e a inflamacdo (COTRAN et al. 2000).

Apesar da inibicdo da sintese da prostaglandinas ser o mecanismo mais importante
de acdo para a maioria dos AINEs, pode haver outros mecanismos, alguns néo
totalmente estabelecidos, que também podem explicar as acOGes destas drogas. Por
exemplo, alguns AINEs, incluindo os salicilatos, podem inibir o fator nuclear kappa-B
(NF-kB), um importante promotor de mediadores inflamatoérios (PAPICH, 2008). Esses



farmacos também interferem na liberacdo de bradicinina, na resposta linfocitaria ao
estimulo antigénico, na fagocitose e na quimiotaxia de granuldcitos e mondcitos
(VANE; BOTTING, 1998).

Outras drogas apresentam efeitos similares e como resultado de suas acOes
terapéuticas, estas drogas tendem a ser classificadas em um mesmo grupo
genericamente chamados de “aspirin like”, isto é, semelhantes a aspirina. Mais adiante,
tais drogas foram claramente diferenciadas dos glicocorticosterdides (o outro grande
grupo de agentes usados no tratamento da inflamacdo) e entdo classificadas como
drogas antiinflamatdrias ndo-esteroidais (VANE; BOTTING, 1998).

2.4.1. Carprofeno

O carprofeno é um anti-inflamatoério nao esteroidal da classe do &cido propidnico,
que inclui o ibuprofeno, o cetoprofeno e naproxeno.O mecanismo de acdo deste
composto € principalmente atribuido a atividade de inibi¢do da cicloxigenase (COX),
porém existem estudos que relatam a participacdo no mecanismo de inibicdo da
fosfolipase A, (MCKELLAR et al. 1991).

O carprofeno é usado principalmente em cdes e indicado para o alivio da dor e
inflamacdo associadas com osteoartrite, bem como para o controle da dor pds-operatéria
em tecidos moles e procedimentos ortopédicos (CLARK, 2006).

2.4.2 Efeitos adversos dos AINEs

Os efeitos adversos dos AINEs parecem estar relacionados ao papel de cada
cicloxigenase. Se for inibida a acdo da COX-1, responsavel por formar algumas
prostaglandinas homeostéaticas, consideradas protetoras da mucosa gastricas e também
presentes nos tecidos renais, pode ocorrer toxicidade gastrointestinal e renal
(WARNER; MITCHELL, 2004).

Outro possivel efeito colateral indesejado relacionado ao uso dos AINEs é a
alterac@o do processo de cicatrizacdo. No entanto, devido a resultados conflitantes, néo
existe um consenso entre os autores.

Jones et al. (1999) demonstraram que tanto a COX-1 quanto a COX-2 sdo
importantes na regulacdo da angiogénese e que inibidores seletivos para COX-2 inibem
os efeitos da angiogénese completa das células endoteliais de maneira similar aos
AINEs convencionais.

Segundo Futagami et al. (2002) a inibicdo da COX-2 provocou um retardo na
reepitelizacdo, principalmente em feridas cronicas e inibiu a angiogénese. Isso esta
provavelmente relacionado ao fato de que apos a realizacdo de uma ferida cirurgica,
uma resposta inflamatoria é desencadeada, o que caracterizard& mudangas no fluxo
sanguineo, aumento da permeabilidade vascular e do trafego de células do sangue aos
tecidos. A COX-2 parece ser induzida na area lesada dentro de 12 horas e essa inducao
persiste por até trés dias apés a lesdo.

Giap et al. (2002) sugerem que tanto a COX-1 quanto a COX-2 estdo envolvidas na
cicatrizacdo de feridas, com a via da COX-1 desempenhando um papel no processo
basal da reepitelizacdo e a via da COX-2 no processo de estimulagédo do fator de
crescimento fibroblastico beta.

Outros estudos ainda sugerem que tanto a COX-1 quanto a COX-2 sdo importantes
na formacdo do colageno durante a cicatrizacdo e sua deficiéncia pode produzir
alteragdes no desenvolvimento do tecido de granulacdo e na reepitelizagéo por inibicdo



da proliferacdo de queratindcitos (BERENGER et al. 2002; FUTAGAMI et al. 2002;
LEE, 2003; WILGUS et al. 2003).

Em seus estudos, Hatazawa et al. (2007) observaram que o efeito do atraso na
cicatrizacdo pelo uso de AINEs possui participacdo dos inibidores COX-2 seletivos, o
que sugere um importante papel da COX-2 e da prostaglandina E; no mecanismo de
cicatrizacao.

3. MATERIAL E METODOS



3.1 PREPARACAO DAS SOLUCOES

A solucdo de glutaraldeido foi preparada no Laboratério de
Fisiologia Animal da UFRRJ. Inicialmente, preparou-se uma solugdo PBS, composta de
fosfato monopotassico, fosfato dissodico, cloreto de sdédio e agua destilada 2HPO,
(11,88 g/mL - Solucéo B) e KH,PO4 (9,08 g/mL - Solugdo A) na propor¢éo de 20% da
solucdo A + 80% da solucdo B, sendo utilizada para preparacdo e tamponamento da
solucdo de glutaraldeido a 1%. A obtengdo das solucBes foi através de volume por
volume e o pH final 7,2 (TRANI, 2006).

A solucéo de glicerina utilizada foi a comercializada na concentragdo 98%.
As solucdes foram acondicionadas em frascos contendo 100 mL de solucéo,
conservadas a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

3.2 OBTENCAO DA MEMBRANA BIOLOGICA

Os pericardios bovinos foram obtidos de animais abatidos em matadouro de
Fiscalizacdo Estadual na cidade de Barra Mansa - RJ. Para a conservacdo durante o
transporte até o laboratério, utilizaram-se sacolas plasticas novas para
acondicionamento individual do pericardio bovino em recipiente térmico contendo gelo,
permitindo que os pericardios permanecessem em temperatura de aproximadamente
10°C

3.3 TRATAMENTO E CONSERVACAO DOS PERICARDIOS BOVINOS

No laboratorio Multidisciplinar do Centro Universitario de Barra Mansa-RJ foi
realizada a limpeza pericardica, retirando-se a gordura para que o tratamento e
conservacao fossem iniciados.

Apbs a limpeza, os pericardios foram divididos em fragmentos de 1 cm?® e
acondicionados individualmente em frascos estéreis contendo as solugdes para 0s
respectivos tratamentos. Os pericardios do grupo controle foram imersos em glicerina
98% e os fragmentos restantes foram imersos em solucdo de glutaraldeido a 1% em
PBS.

Os fragmentos tratados com glicerina e glutaraldeido foram armazenados em
temperatura ambiente e sob protecdo da luz por 30 e 18 dias, respectivamente
(GOISSIS,1999).

3.4 ANIMAIS

Foram utilizados 102 camundongos machos, adultos, da linhagem Swiss, pesando
entre 30 e 40 g fornecidos pelo Biotério do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Os animais foram mantidos durante todo o periodo do protocolo experimental no
Biotério do Centro Universitario de Barra Mansa-UBM em gaiolas de plastico com
dimensGes de 32 x 40, 5 x16 cm; em fotoperiodismo de 12 horas e recebendo ragédo
propria (Labina®) e dgua pura de beber ad libitum. Todos os protocolos experimentais
foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFRRJ sob niimero 082/2010.



3.5 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
3.5.1 Implantacdo dos pericardios

Apbs o periodo de tratamento, os pericardios foram retirados dos frascos e
lavados com solugéo salina estéril (cloreto de sodio 0,9%) para retirada do excesso de
solucéo conservante presente na membrana (PINTO et al. 1993). Foram realizadas trés
lavagens nos fragmentos tratados com glicerina (PINTO et al. 1993); e oito lavagens
nas membranas que foram tratadas com glutaraldeido até completa remocao das
solugBes de tratamento e posteriormente imersdo por 30 minutos na solucdo salina
(PINTO et al.1993; HADDAD FILHO et al. 2004).

Os camundongos foram mantidos em jejum alimentar de 12 horas previamente ao
procedimento cirurgico.

Apos contengdo mecanica do camundongo, aplicou-se a medicacdo pré-anestésica
constando de diazepan na dose de 5 mg/Kg (PAIVA, 2005) por via intraperitonial no
quadrante inferior direito. Apds cinco minutos o camundongo foi induzido com
cloridrato de xilazina na dose de 15mg/kg associada a cloridrato quetamina na dose de
100mg/kg (PLUNKETT, 2006), com duragédo da anestesia de 25 a 40 minutos.

Em decubito lateral direito, realizou-se tricotomia ampla da regido abdomino-
lateral esquerda, antissepssia com iodopovidona a 0,5% e colocacéo de panos de campo
estereis.

Ap0s tracar uma linha imagindria que vai desde a borda caudal da Gltima costela
até a articulacdo fémur-tibio-patelar (figura 1), realizou-se incisdo de pele sentido dorso
ventral de aproximadamente 1,5 cm no centro da linha tracada (figura 2). Apos divulsao
do tecido subcuténeo, foram colocados pontos de reparo com fio de mononylon 6-0 no
musculo obliquo externo, para qual foi utilizado um molde plastico de 0,5 cm?
delimitando as bordas da éarea a ser incisada. Retirou-se uma por¢do da musculatura
abdominal de 0,5 cm? incluindo o mésculo obliquo externo, misculo obliquo interno e
tranverso abdominal (figura 3).

Figura 1. Tracado da linha imaginaria na regido
abdominal lateral esquerda do camundongo.



Figura 2. Incisdo de pele no sentido dorso ventral na regido
abdominal lateral esquerda do camundongo.

Figura 3. Retirada da porcao abdominal lateral de camundongo
incluindo todas as camadas.

O fragmento de pericardio bovino com a face lisa voltada para o interior da
cavidade foi implantado empregando sutura simples com fio mononylon 6-0 utilizando
quatro pontos em cada margem (figura 4).



Figura 4. Fixagcdo do pericardio bovino na musculatura
abdominal lateral com fio de mononylon 6-0.

A dermorrafia foi realizada por meio de sutura com pontos simples separados
utilizando fio mononylon 6-0.

No pds-operatério em cada animal foi administrado 0,05 mL, por via
intramuscular, de antibiético composto associado de benzilpenicilina benzatina
1.200.000 UL.l., benzilpenicilina procaina 600.000 U.l., benzilpenicilina potassica
600.000 U.I., diidroestreptomicina base 500 mg, estreptomicina base 500 mg em 6 mL
(PLUNKETT, 2006).

3.6 A\/ALIAQAO TEMPORAL QUANTITATIVA DA RESPOSTA
INFLAMATORIA

Primeiramente, realizou-se o esperimento piloto, com o objetivo de caracterizar a
evolucdo da resposta inflamatoria, avaliar o tempo de incorporacdo do enxerto, definir o
“n” experimental adequado para analise quantitativa e padronizar a anélise quantitativa.
Onde seis grupos de cinco animais foram submetidos a cirurgia sendo implantados
enxertos tratados com glicerina 98 % (tratamento padrdo) e realizada a eutanasia aos 7,
14, 21, 30, 45 ou 60 dias, quando entdo foram retirados fragmentos da parede da regido
abdominolateral para analise histomorfoldgica.

A partir do dia 0 (implante do pericardio bovino) os animais de todos 0s grupos
foram medicados com cloridrato de tramadol em PBS, por via subcuténea, na dose de
40 mg/Kg,duas vezes ao dia, durante 02 dias.

Durante todo o periodo experimental, observou-se diariamente a atividade
motora, ingestdo de 4gua e alimento dos camundongos.

Para eutandsia 0s animais passaram por inducdo anestésica em cémara
hipersaturada com CO, até depressdo respiratdria total (figura 5) e posteriormente
deslocamento cervical, de acordo com Olfert et al. (1993).

3.6.1 Grupos experimentais e tratamentos

Para comparar os dois tratamentos do pericardio e possiveis influéncias de ainti-
inflamatdrios ndo-esteroidais na incorporacdo dos enxertos preservados com
glutaraldeido, grupos de 6 animais foram submetidos a trés diferentes tratamentos: a)
enxertos tratados com glicerina a 98%, e pds-operatorio dos animais com cloridrato de



tramadol (controle); b) enxertos tratados com glutaraldeido a 1% e po6s-operatério dos
animais com cloridrato de tramadol e; c) enxertos tratados com glutaraldeido a 1% e
poés-operatorio dos animais com carprofeno. Em todos os tratamentos, grupos foram
submetidos a eutanasia aos 7, 14, 30 ou 60 dias, constituindo um total de 12 grupos
experimentais.

O cloridrato de tramadol, quando utilizado, foi administrado a partir do dia zero
(implantacdo do enxerto) por via subcutanea, na dose de 40 mg/Kg, duas vezes ao dia,
durante 02 dias. Enquanto o carprofeno foi administrado a partir do dia zero
(implantacéo do enxerto) por via oral (gavagem), na dose de 10 mg/Kg, uma vez ao dia,
durante 04 dias.

Figura 5. Animais mantidos na camara de CO, até
depressdo respiratoria total.

3.6.2 Coleta das amostras teciduais

Para eutanasia 0s animais passaram por inducdo anestésica em camara
hipersaturada com CO, até depressao respiratoria total seguida de deslocamento cervical
de acordo com as normas preconizadas pelo COBEA (lei n° 6338 de maio de 1979).

Na avaliacdo macroscOpica observou-se escore corporal, aspecto da ferida
cirrgica (cicatrizacdo da pele), presenca de dermatite, integridade do enxerto e
presenca de aderéncias (figuras 6 e 7).



Figura 6. Avaliacdo macroscépica de animal do Grupo 3 que
recebeu enxerto de pericardio bovino tratado com glicerina a
98% , aos 30 dias observa-se ferida cirurgica com completa
cicatrizacdo sem sinais de reacdo ao implante.

Figura 7. Avaliacdo macroscopica antes da coleta do fragmento,
animal do experimento piloto com fragmento de pericardio
conservado em glicerina, aos 30 dias observa-se sobreposicao
do tecido conjuntivo nos pontos e em parte do implante.

Apds a eutanasia, coletou-se fragmento de aproximadamente 2 cm de
comprimento por 2 cm de largura na regido abdominolateral (figura 8), de forma a
retirar-se parte de tecido natural e parte do enxerto.Os fragmentos foram acondicionados
em recipientes contendo formol tamponado a 10 % e processados para analise
histomorfoldgica.



Figura 8. Amostra de um animal do Grupo 11 que recebeu
implante de pericardio bovino tratado com glutaraldeido e
eutanasiado aos 30 dias.

3.6.3 Processamento e analise microscépica das amostras teciduais

As amostras teciduais devidamente fixadas (imersdo em formol a 10%) e
identificadas foram processadas no laboratério de Anatomia Patologica do
Departamento de Epidemiologia e Saude Publica da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro.

Os fragmentos coletados foram desidratados, diafanizados e embebidos em
parafina. Foram seccionados em micrétomo, montados em lamina e corados com
hematoxilina-eosina e tricrémico de Masson para avaliacdo histopatoldgica.

As amostras foram analisadas graduando-se 0s seguintes parametros: edema,
infiltracdo neutrofilica, infiltragdo macrofagica, presenca de células gigantes,
neovascularizagéo e fibrose. Sendo classificadas como:

Ausente: -

Discreta: (+)

Leve: +

Leve a moderada: +(+)
Moderada: ++

Moderada a acentuada: ++(+)
Acentuada: +++

Posteriormente essa classificagdo foi adaptada baseando-se no proposto por
Batista et al. (1996) que avaliou a qualidade da reacdo inflamatdéria comparando dois
diferentes materiais de sutura no processo de cicatrizacdo da aponeurose da parede
abdominal de ratos, na qual o escore mais alto reflete maior reacdo inflamatoria. A
conversdo em pontos foi obtida conforme a tabela 1.



Tabela 1. Conversao de graduacdo em um score.

EDEMA  INFILTRAGAO  INFILTRAGAO  CELULAS NEOVASCULA FIBROSE
NEUTROFILICA MACROFAGICA  GIGANTES RIZAGCAO
Ausente 0 0 0 0 0 0
Discreta 1 1 1 1 1 1
(+)
Leve 2 2 2 2 2 2
+
Levea 3 3 3 3 3 3
moderada
+(+)
Moderada 4 4 4 4 4 4
++
Moderada a 5 5 5 5 5 5
acentuada
++(+)
Acentuada 6 6 6 6 6 6
+++

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados foram planilhados no Excel e analisados estatisticamente

com o auxilio do software Graphpad Prism® versdo 4.0.

Os dados foram avaliados segundo método de analise de variancia ndo
paramétrico aplicando-se o teste de Kruskall-Wallis, seguido de teste de Dunn’s de

maltiplas comparagdes por meio da utilizacdo do software.

Os dados foram testados a um nivel de significancia de 5% para 2 graus de

liberdade.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO



O presente estudo utilizou como membrana bioldgica o pericardio bovino, que
segundo Alvarenga et al. (1992); Pinto et al. (1993); Santillan-Doherty et al. (1996);
Pires et al. (1997); Greca et al. (2005); Pomerantzeff et al. (2007); apresenta como
caracteristicas principais facil obtencdo, maleabilidade, manejo cirdrgico adequado,
justificando sua ampla utilizacdo na rotina cirtrgica. Essas caracteristicas foram
comprovadas visto que o pericardio foi obtido sem custo em matadouro com inspecéo
estadual, e a confecgdo dos fragmentos utilizados para implantacdo na parede abdominal
através de um molde plastico de 0,5 cm? foi de facil execucéo. Durante o procedimento
cirtrgico o pericéardio bovino apresentou elevada resisténcia ténsil concordando com o
relatado por lonescu et al. (1979); Santillan-Doherty et al. (1995) e Covarrubias et al.
(2005).

A escolha do tratamento ideal aplicado ao pericardio bovino baseou-se em
diversos autores considerando alguns fatores como facilidade de obtencédo, custo,
propriedade antibacteriana, antiviral e toxicidade. A escolha da glicerina a 98% como
tratamento do grupo controle se deve a sua ampla utilizacdo na pratica cirirgica
veterinaria (PIGOSSI et al. 1967, LANTZAN, 1986; COSTA NETO et al. 1999;
CONTESINI et al. (2001) e do glutaraldeido 1% para os demais grupos devido a sua
acdao como solucdo fixadora, conservadora, biocida e desinfetante (SANTILLAN-
DOHERTY et al. 1995; JAYAKRISHAN & JAMEELA, 1996; COSTA, 2009). O
glutaraldeido quando utilizado no tratamento de membranas bioldgicas lhes confere
biocompatibilidade satisfatéria (HADAD FILHO et al. 2004; GRECA et al. 2005;
MAIZATO et al. 2008), controla a degradacdo (MAIZATO et al. 2008) e reduz a
antigenicidade (WOODROOF,1979; SANTILLAN-DOHERTY et al.1995).

A glicerina utilizada foi obtida na apresentacdo comercial concentrada a 98% e
seus efeitos antibacterianos sdo considerados desde o trabalho inicial de Pigossi et al.
(1967). Recentemente, questionou-se a utilizacdo da glicerina no tratamento de
bioimplantes devido a falta de acdo viricida, de acordo com Coronado et al. (2000) no
quais 98% dos felinos soronegativos que receberam enxertos homdélogos de metatarsos
conservados com glicerina a 98% provenientes de animais soropositivos, apresentaram
positividade para o virus da Leucemia Felina. Trani et al. (2008) também verificaram a
ocorréncia de virus rabico em 50% das amostras positivas de pericardio de
camundongos apds conservacao em glicerina 98% por 30 dias.

Trani et al. (2008) relataram também que, no mesmo experimento anteriormente
citado, obtiveram positividade do virus rabico em pericardios tratados com
glutaraldeido a 0,625%, que é uma concentragdo considerada segura em VAarios estudos
experimentais e descri¢fes de utilizacao clinica.

No presente estudo, constatou-se a viabilidade da utilizacdo do glutaraldeido 1%
em uma concentracdo efetiva sem qualquer prejuizo ao receptor concordando com a
afirmacdo de Costa (2009) que avaliou reacOes locais e incorporagdo dos implantes de
pericardio bovino em musculatura abdominal de camundongos tratados com solucéo de
glutaraldeido a 0,625%, 1% e 1,5%, afirmando que as concentracGes de 0,625% e 1%
séo viaveis.

Martins (2009) avaliou anatomopatologicamente o rim, figado e bago de
camundongos submetidos ao reparo de parede abdominal com pericardio bovino
conservado em glicerina 98% e glutaraldeido a 0,625%,1% e 1,5% e ndo encontrou
lesbes compativeis com possiveis efeitos toxicos destas substancias conservadoras,
refor¢cando a seguranca da utilizagdo dessas concentracoes.

O protocolo anestésico utilizado no presente estudo apresentou sedacdo e
analgesia requeridas para a execucdo da técnica proposta, 80% dos animais que



alcangaram o plano anestésico adequado. No restante dos animais foi administrado pela
via intraperitonial 1/3 da dose indutora para ajuste do plano anestésico. O protocolo
anestésico durou em média 35 minutos e 0s animais obtiveram recuperacdo anestésica
total em até 80 minutos ap6s administracdo da medicacdo pré-anestésica (VIANA,
2003; PAIVA, 2005; PLUNKETT, 2006).

A técnica cirtrgica empregada foi de facil execucdo, utilizou-se um molde para a
confeccdo do fragmento de pericardio bovino permitindo assim a padronizacdo dos
fragmentos. O fio utilizado apresentou forca ténsil adequada para fixacdo do implante
na musculatura abdominal.

De acordo com Ramos (2002) outro fator de grande interferéncia no processo
cicatricial recai sobre o tipo de fio de sutura utilizado, e considera o fio monofilamentar
de nylon de escolha para fixacdo dos enxertos por apresentar menor reacao tecidual e,
portanto, menor interferéncia no processo cicatricial. No presente estudo utilizou-se fio
nylon monofilamentar 6-0 j& que a andlise realizada incluiu avaliacdo da presenca de
infiltrado células mononucleares, polimorfonucleares e gigantes multinucleadas.

As avaliacdes clinicas diarias demonstraram que 0s animais apresentavam
atividade motora assim como ingestdo de agua e alimentos normais e manutencdo do
peso corporal.

A andlise temporal dos grupos experimentais foi definida na primeira parte do
experimento. Apds o implante de pericardio bovino tratado com glicerina a 98% nos
camundongos foram analisadas amostras nos periodos de 7, 14, 21, 30, 45 e 60 dias.

Comparando-se os resultados obtidos entre os periodos 14 e 21; 30 e 45 néo se
observaram diferenca significativa (p<0,05) conforme demonstrado na figura 9. A partir
deste resultado, na segunda parte do experimento foram realizadas analises somente nos
dias 7, 14, 30 e 60, com o intuito de minimizar o nimero de animais no presente
experimento.

PARAMETROS INFLAMATORIOS NO EXPERIMENTO PILOTO



(6]
1

44 L1 ]

Grau de edema
g

Presenca neutrofilos

6
54
4

24 EEE  AA vvy 24

14 AA 1 EEE AAA .0

0 v 00000  -@0000- LHEFR 04 A V- eee G0 HEH
7 d'ias 14 cliias 21 (Iiias 30 tllias 45 cliias 60 (Iiias 7 d'ias 14 &ias 21 c'iias 30 &ias 45 c'iias 60 &ias

6 mmm-

5 _

44 mE A vy

L XY °
2+ [ X )

AA YV ee [OOO

* (X J m]

Presenca macrofagos
w
Il
Presenca céls gigantes
w
[l
<

\4
o< AA v

7dias 14 dias 21 dias 30 dias 45 dias 60 dias 7 dias 14 dias 21 dias 30 dias 45 dias 60 dias
Figura 9. Graduacdo dos pardmetros inflamatérios em camundongos com
implantes de pericardio bovino conservado em glicerina 98% com administracdo de
analgésico tramadol em diferentes tempos (piloto). Os pontos representam valores
individuais de cada animal em relacdo ao parametro analisado histologicamente. O
namero de animais empregados foi de 5 para cada grupo experimental, tendo em
vista que o teste de Kruskal-Wallis sugere a utilizacdo de um nimero minimo de 6
amostras, para o estudo finalistico a amostra foi ampliada para 6 animais.

Na avaliagdo macroscopica, todos o0s animais do segundo experimento
apresentaram cicatrizacdo normal da incisdo da pele e todos os enxertos estavam
integros. Com a retirada do fragmento da musculatura abdominal total contendo o
enxerto no centro observou-se presenca de leve aderéncia do omento maior ao implante
em 33 % dos animais. Trauma mecénico, infeccdo, isquemia e presenca de corpo
estranho sdo situacdes que podem ocasionar formacdo de aderéncias relacionadas a
processos inflamat6rios com producdo de exsudato rico em fibrinogénio. A fibrina
formada induz a adesdo de superficies distintas juntamente com a proliferacdo do tecido
de granulacdo (RAMOS, 2002). A aderéncia encontrada do omento maior ao implante
em 33 % dos animais, nao se configura como complicagdo e sim como um processo de
defesa do organismo a presenca de um corpo estranho.

Os AINEs sao utilizados na rotina cirdrgica como tratamento pos-operatério
devido aos seus efeitos anti-inflamatdrios e analgésicos. Os AINEs bloqueiam a sintese
de prostaglandinas por inibicdo da ciclooxigenase (COX) tipos 1 e 2, reduzindo assim a
producdo de mediadores da resposta inflamatdéria (COTRAN, 2002). Considerando que
uma resposta inflamatdria exacerbada compromete a incorporacdo do implante pelo
hospedeiro, a utilizagdo do anti-inflamat6rio modula essa resposta, minimizando a
possibilidade de rejeicdo da membrana biologica.

No presente estudo a observacdo microscopica da qualidade da reacéo
inflamatdria avaliou parametros inflamatorios como edema, infiltracdo neutrofilica,
infiltracdo macrofagica, presenca de células gigantes, fibrose e neovascularizagéo.

Conforme observado no experimento controle, apos 60 dias de implante, animais



que receberam pericéardio bovino tratado com glicerina (98%), apresentaram uma clara
reducdo da resposta inflamatoria representada por uma reducéo significativa (*p<0,05)
de infiltracdo neutrofilica (entre 7 e 30 dias) e na presenca de macréfagos, presenca de
células gigantes e neovascularizacdo (entre 7 e 60 dias). Ndo foram observadas
diferengas significativas em relacdo ao grau de edema e fibrose conforme observado na
figura 10.

GLICERINA CONTROLE
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Figura 10. Graduacdo dos parametros inflamatoérios em camundongos
com implantes de pericardio bovino conservado em glicerina 98% e
administracdo de tramadol (analgésico) em diferentes tempos. Os pontos
representam os valores individuais de cada animal em relacdo ao
parametro analisado histologicamente. O numero de animais empregados
foi de 6 para cada grupo experimental, e os resultados obtidos foram
testados a um nivel p<0,05 utilizando-se os testes entre grupos distintos de
Kruskal-Wallis e o teste de multiplas comparagdes de Dunns.

Comparando-se 0s animais do grupo que receberam pericardio tratado com
glutaraldeido com administracdo do analgésico tramadol e do grupo que recebeu anti-



inflamatorio carprofeno ndo observou-se diferenca significativa a um nivel p<0,05 entre
0s parametros inflamatorios.

A andlise comparativa entre os diferentes parametros nos diferentes tempos nos
permite uma melhor comparagdo dos tratamentos.

O grau de edema dos grupos analisados durante os periodos de 7, 14, 30 e 60
dias em todos os tratamentos ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos de
acordo com a figura 11. Todos 0s animais permaneceram com grau de edema leve,
proximo a um, resultado esperado dentro do processo fisiologico da inflamacgéo
(COTRAN, 2000).

EDEMA (ANALISE TEMPORAL)
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Figura 11. Graduacdo de edema em camundongos com implante de

pericardio

bovino submetidos aos diferentes tratamentos nos periodos de 7,

14, 30 e 60 dias. Os pontos representam os valores individuais de cada animal
em relacdo ao parametro analisado histologicamente. O numero de animais
empregados foi de 6 para cada grupo experimental, os resultados obtidos
foram testados a um nivel <0,05 utilizando-se os testes entre grupos distintos

de Kruskal-Wallis e o teste de multiplas comparac@es de Dunns.

A presenca de neutrofilos comparando-se os periodos de 7, 14, 30 e 60 dias,
apresentou-se de forma incipiente, variando muito. Comparando-se 0s animais dos
grupos em relagéo ao tipo de tratamento da membrana, néo foram observadas diferengas
estatisticamente significativas. Nao se observou significancia a um nivel p<0,05 para a
incidéncia de neutréfilos nos animais que receberam enxertos tratados com
glutaraldeido, conforme representado na figura 12.

INFILTRACAO NEUTROFILICA (ANALISE TEMPORAL)
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Figura 12. Graduacéo de infiltracdo neutrofilica em camundongos com implante
de pericardio bovino submetidos aos diferentes tratamentos nos periodos de 7,
14, 30 e 60 dias. Os pontos representam os valores individuais de cada animal em
relacio ao parametro analisado histologicamente. O ndmero de animais
empregados foi de 6 para cada grupo experimental e os resultados obtidos foram
testados a um nivel p<0,05 utilizando-se os  testes entre grupos distintos de
Kruskal-Wallis e o teste de multiplas comparacdes de Dunns.

O acimulo de neutréfilos constitui uma caracteristica de reacdo inflamatoria
aguda, que com o decorrer do processo inflamatorio reparacional tende a diminuir,
sendo substituido gradativamente por outros componentes que caracterizam a fase
crénica ou reparadora (HADDAD FILHO et al. 2004). Entretanto, elas podem continuar
ativas por meses quando induzidas pela presenca de bactérias, ou por mediadores
produzidos por macréfagos ou células necroticas, sendo que os macréfagos podem estar
presentes desde a fase aguda até a crénica (ROBBINS, 2000). No presente trabalho néo
se observou diminuicdo da presenca de macrofagos de acordo com a evolucdo do
processo inflamatério de acordo com a figura 13. Resultado diferente foi encontrado por
Haddad Filho et al. (2004) que observaram diminuicdo do namero destas células no
decorrer do periodo de sete a 30 dias, consoante a resolugdo do processo inflamatério.
No presente trabalho neutr6filos e macréfagos estiveram presentes em todas as fases
avaliadas de acordo com as figuras 12 e 13, que confirma a afirmacgédo de Robbins et al.
(2000) sobre a relacdo direta entre os mediadores produzidos pelos macrofagos e a
persisténcia de neutrofilos na fase cronica da reacéo inflamatoria.

INFILTRACAO MACROFAGICA (ANALISE TEMPORAL)
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Figura 13. Graduacéo de infiltragdo macrofagica em camundongos com implante de

pericardio bovino submetidos aos diferentes tratamentos nos periodos de 7, 14, 30 e
60 dias. Os pontos representam os valores individuais de cada animal em relacdo ao
parametro analisado histologicamente.O nimero de animais empregados foi de 6 para
cada grupo experimental, os resultados obtidos foram testados a um nivel p <0,05
utilizando-se os testes entre grupos distintos de Kruskal-Wallis e o teste de multiplas
comparagdes de Dunns.

Em relacdo a presenca de células gigantes comparando-se os periodos de 7, 14,
30 e 60 dias, e os animais dos grupos em relagdo ao tipo de tratamento da membrana,
ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas. Ndo se observou
significancia a um nivel p<0,05 para a presenca de células gigantes, conforme
representado na figura 14. As respostas inflamatorias cronicas, acompanhadas de
macréfagos e acimulo de células gigantes multinucleadas tipo corpo estranho, tém sido
observadas ao redor de muitos tipos de implantes de biomateriais (TANG et al. 1995).

PRESENCA DE CELULAS GIGANTES (ANALISE TEMPORAL)
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Figura 14. Graduacdo de presenca de células gigantes em camundongos com
implante de pericardio bovino submetidos aos diferentes tratamentos nos periodos
de 7, 14, 30 e 60 dias. Os pontos representam o0s valores individuais de cada animal
em relacdo ao parametro analisado histologicamente. O numero de animais
empregados foi de 6 para cada grupo experimental, os resultados obtidos foram
testados a um nivel p<0,05 utilizando-se os testes entre grupos distintos de
Kruskal-Wallis e o teste de multiplas comparagdes de Dunns.

A reparagédo tecidual comeca quase que simultaneamente ao inicio da reacao
inflamatdria. Nas primeiras 24 horas apds a lesdo inicial ja tem-se proliferacdo de
fibroblastos e células endoteliais vasculares que se proliferam para que seja formado o
novo tecido de granulacdo, o qual se caracteriza pela angiogénese e proliferacdo de
fibroblastos. A neovascularizacdo é considerada um processo critico para a inflamacao
crénica e fibrose (COTRAN, 2000). No presente estudo, observou-se diferenca
significativa (*p<0,05), os animais que receberam implantes tratados com glutaraldeido
apresentaram neovascularizacdo mais intensa quando comparados com 0s animais que
receberam implantes tratados com glicerina (controle) no periodo de 30 dias, conforme
figura 15.

NEOVASCULARIZAGCAO (ANALISE TEMPORAL)
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Figura 15. Graduacgéo de neovascularizagdo em camundongos com implante de
pericardio bovino submetidos aos diferentes tratamentos nos periodos de 7, 14,
30 e 60 dias. Os pontos representam os valores individuais de cada animal em
relacdo ao pardmetro analisado histologicamente. O nUmero de animais
empregados foi de 6 para cada grupo experimental, os resultados obtidos foram
testados a um nivel <0,05 utilizando-se os testes entre grupos distintos de
Kruskal-Wallis e o teste de multiplas comparacdes de Dunns.

A resposta inflamatoria tem inicio apds o trauma e corresponde a primeira fase
de cicatrizagdo. Tal fendmeno é frequentemente estudado nas pesquisas experimentais
que versem sobre cicatrizagdo. Existem, porém, poucos estudos que analisam com
técnica de H/E a reacdo da parede abdominal a diferentes tipos de enxertos. Gamba et
al. (2002) em estudo que testou o uso de matriz acelular no reparo de defeitos de parede
abdominal em coelhos, evidenciaram que o enxerto de diafragma homologo acelular
forneceu substrato para a migracdo de fibroblastos, deposicdo de colageno neoformado
e neovascularizagéo, e o infiltrado celular incluiu polimorfonucleares e mononucleares.

O fibroblasto, principal célula produtora de colageno dentro do processo
inflamatorio, é responsavel pela producdo de material organico a ser utilizado pelo
organismo para a reparacao devido a estas caracteristicas, € esperado que o numero
deste tipo de célula aumente no inicio do processo de reparagdo e depois diminua, seja
pela propria maturagdo ou por estar finalmente entre as fibras colagenas que produziu
(HADDAD FILHO et al. 2004).

O presente estudo verificou que o pericardio bovino forneceu substrato para a
migracdo de fibroblastos em todos os grupos estudados. Em relacdo a presenca de
fibrose comparando-se os periodos de 7, 14, 30 e 60 dias, e 0s animais dos grupos em
relacdo ao tipo de tratamento da membrana, ndo foram observadas diferengas



estatisticamente significativas. N&o se observou significancia a um nivel p<0,05 para a
presenca de fibrose, conforme representado na figura 16.

FIBROSE (ANALISE TEMPORAL)
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Figura 16. Graduacéo de presenca de fibrose em camundongos com implante de
pericardio bovino submetidos aos diferentes tratamentos nos periodos de 7, 14,
30 e 60 dias. Os pontos representam 0s pontos individuais de cada animal em
relacdo ao pardmetro analisado histologicamente. O nUmero de animais
empregados foi de 6 para cada grupo experimental, os resultados obtidos foram
testados a um nivel p <0,05 utilizando-se os testes entre grupos distintos de
Kruskal-Wallis e o teste de multiplas comparacdes de Dunns.

O tipo de resposta inflamatoria em situacdes de implantes, sejam sintéticos ou
biomateriais, ¢ sempre cronica (TANG et al.1995). No presente estudo observou-se
incorporacdo do enxerto pelo hospedeiro aos 60 dias em todos os grupos, confirmando o

relato do autor.

O tratamento pds-operatorio dos animais do grupo controle e grupo
glutaraldeido + tramadol baseou-se em cloridrato de tramadol na dose de 40 mg/
Kg,duas vezes ao dia, durante 02 dias (VIANA, 2003) e obteve resultados satisfatorios
em relacdo a analgesia pos operatoria. Os animais do grupo glutaraldeido com anti-
inflamatdrio receberam carprofeno, por via oral (gavagem), na dose de 10 mg/Kg,uma
vez ao dia, durante 04 dias seguindo recomendacdes de Pires (2009) que avaliou a
eficacia de anti-inflamatdrios sobre modelos de nocicepgéo e concluiu que o carprofeno



nessa dose foi eficaz em reduzir significativamente o nimero de contor¢fes abdominais
induzidas por &cido acético em camundongos Swiss .

As complicacbes cirdrgicas avaliadas diariamente foram a presenca de
herniacdo, deiscéncia, evisceracdo e infeccdo da ferida operatdria. Nao houve casos de
complicagdes cirurgicas. Contrariamente aos resultados deste trabalho, Klinge et al.
(1999) testando quatro diferentes tipos de telas na correcdo de defeitos da parede
abdominal em 225 ratos, verificaram diferentes indices de complicacfes de acordo com
o tipo de tela usada. Discordando também dos resultados aqui encontrados, Vant't Riet
et al. (2004) avaliando durante sete e 30 dias dois grupos de 28 ratos, sacrificaram dois
animais no quinto dia que estavam com deiscéncia da ferida operatoria por retencdo
urindria e sutura inadvertida do cdlon.

O pericardio bovino em todas as amostras analisadas estimulou rapida deposi¢édo
de tecido conjuntivo que comegou a organizar-se ao longo do eixo de estresse, servindo
de arcabouco para o desenvolvimento de um novo tecido e restabelecendo a estrutura
funcional. Esses achados sédo semelhantes aos encontrados em estudos anteriores por
Lantzman (1986), Ranzani et al. (1990), Alvarenga et al. (1992) e Costa Neto et al.
(1999). A utilizagdo do pericardio bovino tratado com a solucdo de tratamento
glutaraldeido a 1%, mediante técnica cirdrgica empregada neste trabalho, associado a
administragdo de anti-inflamatorio ndo esteroidal conferindo menor reagdo inflamatoria,
abre novas perspectivas para seu emprego na rotina cirdrgica, e representa uma op¢ao
segura na recuperacao funcional da parede abdominal.

5. CONCLUSOES

N&o houve diferenca significativa entre os grupos tratados com carprofeno ou
tramadol nas doses utilizadas, mostrando que a administragcdo em curto prazo do



antiinflamatério ndo esteroidal ndo interfere no processo cicatricial em relacdo aos
grupos controles, assim como ndo apresenta vantagem relativa.

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que o pericardio bovino
tratado com glutaraldeido a 1 % estimulou rapida deposicdo de tecido conjuntivo com
minima reacdo inflamatoria, ndo provocando reacao tipo corpo estranho e servindo de
alicerce para o desenvolvimento de um novo tecido, restabelecendo estrutura e fungédo
da parede abdominal n&o diferindo do tratamento com glicerina a 98 %.

Considerando o maior espectro de acdo antimicroorganismos do glutaraldeido a
1% em relacdo a glicerina 98 % e a auséncia de diferencas significativas na reacdo ao
implante, este estudo confirma a viabilidade desta preparacdo como alternativa para
utilizacdo na rotina cirdrgica.
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